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ABSTRACT
S c i e n t i s t s  h av e  d ep e n d e d  l a r g e l y  upon  m o r p h o lo g ic a l  
c h a r a c t e r i s t i c s  t o  i d e n t i f y  o r g a n is m s ,  e s t i m a t e  t h e i r  
r e l a t i o n s h i p s ,  a n d  f o l lo w  t h e i r  e v o l u t io n *  As m o rp h o l­
o g i c a l  v a r i a t i o n  i s  t h e  r e s u l t  o f  u n d e r ly in g  b io c h e m ic a l  
d i f f e r e n c e s ,  c o m p a r is o n s  o f  b io c h e m ic a l  s i m i l a r i t i e s  an d  
d i f f e r e n c e s  s h o u ld  g iv e  m ore s e n s i t i v e  i n d i c a t i o n s  o f  
n a t u r a l  r e l a t i o n s h i p s  th a n  g r o s s  m orphA logy*
Venom c o n s t i t u e n t s  o f  s e v e n  s p e c i e s  o f  B o th r o p s . tw o 
o f  C r o t a l u s . L a c h e s i s  rn u ta . M ic ru ru s  n i g r o c i n c t u s  an d  
Na.ia na_1a w ere  com p ared  a t  t h e  i n t r a s p e c i f i c ,  s p e c i f i c ,  
g e n e r i c  a n d  f a m i l y  l e v e l s *  Venom p r o t e i n s  o f  e a c h  s p e c i e s  
w ere  f r a c t i o n a t e d  by  s t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  b o r a t e  
b u f f e r  o f  pH 8 . 6 .  Snzyme a c t i v i t i e s  o f  B. a t r o x . .3 . num­
m i f e r a  a n d  C.. d u r i s s u s  venom s w ere  a s s a y e d ,  l o c a l i s e d  on  
e l e c t r o p h e r o g r a m s  a n d  c h e c k e d  f o r  t o x i c i t y .
Venoms o f  C r o t a l i d a e  c o n t a i n  p o t e n t  enzym es w i th  
t r y p s i n ,  c h y m o try p s in ,  r e n n i n  a n d  p a p a i n - l i k e  a c t i v i t i e s *  
F i b r i n o l y s i n ,  m i g r a t i n g  w i th  p r o t e a s e s ,  i s  p r e s e n t  i n  a l l  
•v e n o m s; th ro m b in  u s u a l l y  i s  p r e s e n t .  P r o t e o l y t i c  an d
x i i
th r o m b ic  a c t i v i t i e s  a r e  th e  m o s t t o x i c  e l e c t r o p h o r e t i c  
f r a c t i o n s .  The a n o d a l  m ig r a t i o n  o f  h i g h l y  c o n c e n t r a t e d  
L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e s  i s  f a s t e r  i n  3 o th r o p s  an d  
L a c h e s i s  th a n  i n  C r o t a l u s .  P h o s p h a t i d a s e s ,  r a p i d  a n o d a l  
f r a c t i o n s ,  a r e  v e r y  a c t i v e  i n  3 .  a t r o x . B . s c h l e g e l i  an d  
C . a t r o x . a n d  w eak i n  3 .  n u rn n ifa ra -  3 .  p i c a d o i . B . 
n a s u t a  an d  ,C. d u r i s s u s .  P h o s p h a ta s e s  o f  s lo w  m i g r a t i o n  
a n d  h y a lu r o n id a s e  a r e  p r e s e n t  i n  a l l  v en o m s. P r o t e i n  
e l e c t r o p h e r o g r a m s  show a  p re d o m in a n c e  o f  a n o d a l  f r a c t i o n s .  
The 25/S s o l i d  o f  t h e  venom  i s  t h r e e  f o u r t h s  p r o t e i n .
S odium  i s  u s u a l l y  t h e  p r e d o m in a te  c a t i o n ,  c h l o r i d e  i s  
lo w  a n d  p h o s p h a te  i s  a b s e n t ;  pH a v e r a g e s  5*&. O sm o tic  
p r e s s u r e ,  a v e r a g in g  34-0 mOsm/L, a p p r o x im a te s  t h a t  o f  sn a k e  
b l o o d •
A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  u s u a l l y  i s  p r e s e n t  i n  e l a p i d  
venom s b u t  i s  n o t  t h e  c a u s e  o f  t h e i r  s t r o n g  n e u r o t o x i c i t y  
a s  M. n i g r o c i n c t u s  venom  l a c k s  th e  e n z y m e . P o t e n t  d i r e c t  
a n d  i n d i r e c t  h e m o ly s in s  a r e  p r e s e n t .  E l e c t r o p h o r e t i c  
f r a c t i o n s  a r e  p r e d o m in a te ly  c a t h o d a l .
D e v e lo p m e n ta l f a c t o r s  m u s t b e  c o n s id e r e d  i n  e v a l u a t i n g  
t h e  ta x o n o m ic  s i g n i f i c a n c e  o f  co m p o n e n ts  o f  s n a k e  v en o m s. 
Newborn C . d u r i s s u s  a n d  B. rm rnm ifera l a c k  L -am in o  a c i d  
d e h y d ro g e n a s e  a n d  o t h e r  venom  enzym es w h ic h  a r e  p r e s e n t  i n  
o l d e r  s n a k e s .  P h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  may a l s o  be im p o r ta n t
x i i i
a s  venom  o f  c e r t a i n  a d u l t  ju m p in g  v i p e r s  a l s o  l a c k  L -am in o  
a c i d  d e h y d r o g e n a s e .
C e r t a i n  i n d i v i d u a l s  o f  3 in g le  p o p u l a t i o n s  fro m  r e s ­
t r i c t e d  g e o g r a p h ic  a r e a s  c o u ld  be i d e n t i f i e d  b y  d i f ­
f e r e n c e s  i n  n u m b er, m ig r a t i o n  r a t e  a n d  q u a n t i t y  o f  p r o t e i n s  
f r a c t i o n a t e d  by  e l e c t r o p h o r e s i s .  I n  one p o p u l a t i o n  o f  
f e r - d e - l a n c e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  e i g h t  i n d i v i d u a l s  w ere  
a l l  d i f f e r e n t . „ A lth o u g h  no  s i n g l e  venom p r o t e i n  w as 
r e s t r i c t e d  t o  a  s p e c i f i c  p o p u l a t i o n ,  th e  f r e q u e n c y  o f  
o c c u r r e n c e  o f  p o ly m o rp h ic  fo rm s  o f  L -am in o  a c i d  d e h y d ­
r o g e n a s e  an d  t r y p t i c - l i k e  a c t i v i t y  w as d i f f e r e n t  i n  p o p ­
u l a t i o n s  fro m  th e  A t l a n t i c  an d  P a c i f i c  s i d e s  o f  t h e  c o n ­
t i n e n t a l  d i v i d e .  3 u c h  v a r i a t i o n s  w ere  n o t  c o r r e l a t e d  w i th  
s i z e ,  d u r a t i o n  o f  c a p t i v i t y ,  f e e d i n g ,  t im e  .o f m i lk in g  o r  
d u r a t i o n  o f  venom  s t o r a g e .
P o p u la t i o n s  o f  3 • n u m m ife ra  c a p tu r e d  in  t h e  A t l a n t i c  
d r a in a g e  c o u ld  b e  d i s t i n g u i s h e d  f ro m  p o p u l a t i o n s  f ro m  th e  
P a c i f i c  d r a in a g e  b y  t h e i r  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s . P r o t e o l y t i c  
a c t i v i t y  m ig r a te d  in  a  s i n g l e  b an d  i n  a l l  i n d i v i d u a l s  b u t  
w as l o c a l i z e d  in  a  c a t h o d a l  b a n d  in  P a c i f i c  p o p u l a t i o n s  an d  
i n  a n  a n o d a l  b an d  i n  A t l a n t i c  p o p u l a t i o n s .  A lth o u g h  c r i t ­
i c a l  i n t e r g r a d e s  have  n o t  b e e n  f o u n d ,  t h e  tw o  fo rm s  s h o u ld  
b e  c l a s s i f i e d  w i th i n  t h e  same s p e c i e s .  E x c e p t  f o r  p r o ­
t e o l y t i c  f r a c t i o n s ,  t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  venom s fro m
x i v
t h e  tw o  a r e a s  w ere  i d e n t i c a l .  Venoms f ro m  b o th  fo rm s  
c o n t a in e d  h ig h  p o ta s s iu m 'a n d  low  so d iu m  c o n c e n t r a t i o n s .  
T h is  i s  u n iq u e  among B o th ro p s  s t u d i e d .
A lth o u g h  i n t r a s p e c i f i c  v a r i a t i o n s  o c c u r r e d ,  e a c h  
s p e c i e s  c o u ld  be i d e n t i f i e d  fro m  m ore u n ifo rm  an d  g e n ­
e r a l i z e d  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e i r  e l e c t r o p h o r e t i c  
p a t t e r n s .  S uch  p a t t e r n s  c l e a r l y  d i f f e r e n t i a t e d  B , p i c a d o i  
f ro m  B , n u m m ife ra . tw o  s p e c i e s  d i f f i c u l t  t o  d i s t i n g u i s h  
m o r p h o lo g ic a l l y ,  C. d u r i s s u s  c o n t a in e d  b o th  c o a g u la n t  
a n d  a n t i c o a g u l a n t  a c t i v i t i e s ;  C , a t r o x  p o s s e s s e d  o n ly  
a n t i c o a g u l a n t  a c t i v i t y .
C o n s id e r in g  th e  g r e a t  i n d i v i d u a l  a n d  r e g i o n a l  v a r i a ­
b i l i t y  o f  sn a k e  venom p r o t e i n s ,  venom  fro m  i n d i v i d u a l  
s n a k e s  r a t h e r  t h a n  p o o le d  s a m p le s  s h o u ld  b e  u t i l i z e d  m ore 
o f t e n  i n  r e s e a r c h ,
x v
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INTRODUCTION
S n a k e b i te  i s  a  s e r i o u s  m e d ic a l  p ro b le m  i n  some a r e a s  
o f  t h e  w o r ld .  W h ile  l e s s  t h a n  1 5  d e a t h s  a r e  r e p o r t e d  a n ­
n u a l l y  i n  E u ro p e  due t o  t h i s  c a u s e ,  7 ,0 0 0  t o  1 2 ,0 0 0  d e a th s  
o c c u r  i n  I n d i a  e a c h  y e a r  ( P o r g e s ,  1 9 5 3 ; M in to n , 1 9 5 7 ) •  A t 
l e a s t  1 ,5 0 0  p e r s o n s  a  y e a r  a r e  b i t t e n  b y  venom ous r e p t i l e s  
i n  t h e  U n i te d  S t a t e s .  B e tw een  1950  a n d  1954* 215 d e a th s  
fro m  venom ous a n i m a l s ,  71  f ro m  p o is o n o u s  r e p t i l e s ,  w e re  r e ­
p o r t e d  i n  t h e  U n ite d  S t a t e s  ( P a r i s h ,  1 9 5 9 , R u s s e l l ,  1 9 6 1 ) .
I t  i s  e s t i m a t e d  t h a t  3 5 * 0 0 0  a c c i d e n t s  b y  venom ous s n a k e s  
o c c u r  e a c h  y e a r  i n  C e n t r a l  a n d  S o u th  A m e r ic a . T h is  i s  p a r t ­
l y  d u e  t o  t h e  a b u n d a n c e  o f  s n a k e s  i n  t r o p i c a l  A m e r ic a .  F o r  
e x a m p le ,  IS O ,0 0 0  r a t t l e s n a k e s  a n d  2 9 0 ,0 0 0  s p e c im e n s  o f  
B o th ro p s  l a r a r a c a  w e re  c o l l e c t e d  i n  s o u t h e r n  B r a z i l  a n d  e x ­
am in ed  a t  t h e  B u ta n ta n  I n s t i t u t e  i n  S ao  P a u l o ,  B r a s i l ,  
d u r in g  i t s  f i r s t  60  y e a r s  o f  e x i s t e n c e  (B & c h e r l, 1 9 6 1 ) .
E ven  th o u g h  m o s t f a r m e r s  I n  a r e a s  d e n s e ly  p o p u la te d  b y  
venom ous s n a k e s  k e e p  a  s to c k  o f  a n t iv e n o m , i n  1 9 6 2  t h i r t y -  
tw o  p e r s o n s  d i e d  f ro m  s n a k e b i t e  i n  C o s ta  R i c a ,  a  c o u n t r y  
o f  a  m i l l i o n  a n d  a  q u a r t e r  i n h a b i t a n t s .  T h is  f i g u r e  r e p r e ­
s e n t s  0 .3%  o f  t h e  m o r t a l i t y  o f  t h a t  c o u n t r y  (M e k b e l, p e r ­
s o n a l  c o m m u n ic a t io n ) .
2Venom ous Animalw
Venomous s e c r e t i o n s  a r e  p ro d u c e d  b y  many a n im a ls  o t h e r  
t h a n  s n a k e s .  They r e p r e s e n t  many o f  t h e  p h y la  o f  th e  an im a l 
k ingdom  ( P h i s a l i x ,  1 9 2 2 ; P o r g e s ,  1 9 5 3 ; H a l s t e a d ,  1 9 5 6 ,
1 9 5 9 )*  S p o n g e s  a n d  c o e l e n t e r a t e s  p ro d u c e  t o x i n s  t h a t  c a u s e  
s k i n  i r r i t a t i o n  o r  e v e n  k i l l .  O c tu p u s e s  p o s s e s s  w e l l -  
d e v e lo p e d  venom  o r g a n s ;  f a t a l i t i e s  h av e  b e e n  r e p o r t e d  fro m  
t h e i r  v en o m s. Some m a r in e  a n n e l i d s  p o s s e s s  s t i n g i n g  s e t a e ;  
o t h e r  s p e c i e s  h av e  c h i t i n o u s  ja w s  c a p a b le  o f  i n f l i c t i n g  
venom ous b i t e s .  Some o f  t h e  m any venom ous a r t h r o p o d s ,  e . g .  
s p i d e r s  a n d  m y r ia p o d s ,  h av e  venom  g la n d s  l o c a t e d  i n  t h e i r  
m o u th s ; i n  o t h e r s ,  e . g .  s c o r p i o n s ,  w asp s  a n d  b e e s ,  t h e  
venom  g la n d  a n d  s t i n g i n g  o r g a n  a r e  i n  t h e  h i n d e r  p a r t s  o f  
t h e i r  b o d i e s .  Venom g la n d s  a r e  d i s t r i b u t e d  th r o u g h o u t  t h e  
s k i n  o f  f r o g s  a n d  s a la m a n d e r s .  Venomous f i s h  a r e  fo u n d  
am ong e la s m o b ra n c h s  a n d  t e l e o s t s  ( B u s s e l l  a n d  L e w is , 1 9 5 6 ) .  
The G i la  m o n s te r  a n d  i t s  r e l a t i v e  t h e  M e x ica n  b e a d e d  l i s a r d  
a r e  t h e  o n ly  venom ous l i s a r d s  (T in k h am , 1 9 5 6 ) .  O n ly  tw o 
venom ous mammals a r e  know n: t h e  m a le  d u c k - b i l l e d  p l a t y p u s
o f  A u s t r a l i a  a n d  th e  s h o r t - t a i l e d  sh re w  o f  A m erica  ( P e a r s o n ,  
1 9 5 6 ) .
Venomous S n a k e s
O f venom ous a n i m a l s ,  s n a k e s  a r e  u n d o u b te d ly  t h e  g r e a t ­
e s t  p ro b le m  t o  m an. O f t h e  2 ,5 0 0  s p e c i e s  i n  t h e  w o r ld ,  6 0 0  
p o s s e s s  venom  g l a n d s ,  b u t  o n ly  1 5 0  s p e c i e s  a r e  d a n g e r o u s .  
P o is o n o u s  s p e c i e s  o c c u r  i n  s i x  f a m i l i e s ;  t h e s e  h av e  b e e n
3p l a c e d  I n t o  f o u r  g ro u p s  on  t h e  b a s i s  o f  t o o t h  s t r u c t u r e  
( D i tm a r s ,  1 9 4 6 ) .
AGLYPHA: s o l i d  t e e t h ;  m o s t s p e c i e s  n o n ^ p o ls o n o u s .
A m b ly c e p h a lid a e  • S a l i v a  p o is o n o u s  b u t  n o  venom - 
i n j e c t i n g  a p p a r a tu s *
OPISTHOGLYPHA: p a i r  o f  g ro o v e d  t e e t h  i n  r e a r  o f  u p p e r
jaw  ( r e a r - f a n g e d  s n a k e s ) ;  c o n s id e r e d  m i l d l y  p o i s o n ­
o u s .4
G o lu b r id a e .  I n e f f i c i e n t  venom  a p p a r a tu s *  
PROTEROGLYPHA: tw o  f r o n t  t e e t h  o f  u p p e r  jaw  m o d if ie d
i n t o  r i g i d l y  s e t f g ro o v e d  f a n g s ;  v e r y  p o is o n o u s *  
H ydrophydae*  P r i m i t i v e  i n j e c t i n g  a p p a r a t u s  (e*g* 
s e a  s n a k e s ,  Pat 
El a p id a e *  M ore a d v a n c e d  i n j e c t i n g  a p p a r a t u s  ( e . g .  
k in g  c o b r a ,  K a ia :  c o r a l ,  M ic r u r u s )* 
SOLSNOGLYPHA: tw o  f r o n t  t e e t h  o f  u p p e r  jaw  m o d i f ie d
i n t o  l o n g ,  m o v a b le , h o l lo w  f a n g s  t h a t  c a n  be 
f o l d e d  a g a i n s t  t h e  r o o f  o f  t h e  jaw  ( v i p e r i n e  
s n a k e s ) *  H ig h ly  a d v a n c e d  i n j e c t i n g  a p p a r a t u s ;  
v e r y  p o is o n o u s *
V ip e r id a e *  T ru e  v i p e r s *
C r o ta l i d a e *  P i t  v i p e r s  ( e .g *  f e r - d e - l a n c e ,
B o th r o o s 2 r a t t l e s n a k e s ,  C r o t a l u s : b u s h -  
m a s t e r ,  I a c h e s i s )*
S n a k e s  a r e  m o s t conm on i n  t r o p i c a l  o r  s u b t r o p i c a l  
c l i m a t e s ,  b u t  a  few  s p e c i e s  o f  v i p e r  a r e  p r e s e n t  a s  f a r
i
n o r t h  a s  S c a n d in a v ia  a n d  S i b e r i a .  A l l  p o is o n o u s  s n a k e s  o f  
E u ro p e  a r e  t r u e  v i p e r s .  A m erica  l a c k s  s n a k e s  o f  t h e  V ip e r id a e  
b u t  h a s  C r o t a l i d a e ,  E la p id a e  a n d  H y d ro p h y d ae . H o s t p o i s o n ­
o u s  s n a k e s  o f  t h e  New W orld  a r e  c r o t a l i d s .  R a t t l e s n a k e s  
(G enus C r o t a lu s )  a r e  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  p i t  v i p e r  ty p e  o f  
N o r th  A m e ric a ,  w h e re a s  t h e  l a n c e - h e a d  s n a k e s  o f  g e n u s  
B o th ro p s  h av e  t h e i r  h e a d q u a r t e r s  i n  t r o p i c a l  A m e ric a . A f r ic a  
h a s  no  p i t  v i p e r s .  A u s t r a l i a n  p o is o n o u s  s n a k e s  a r e  l i m i t e d  
t o  E la p i d a e .  A l l  f a m i l i e s  a r e  fo u n d  i n  A s ia . .  T h ere  a r e  
n o  l a n d - d w e l l in g  venom ous s n a k e s  i n  C uba, J a m a ic a ,  H a i t i  
a n d  D o m in ican  R e p u b l ic ,  P u e r to  R ic o ,  I c e l a n d ,  I r e l a n d ,
C h i l e ,  New Z e a la n d , M a d ag asca r  a n d  t h e  P o ly n e s i a n ,  C an ary  
an d  A s o re s  I s l a n d s .  T h is  i s  a  r e m a rk a b le  f e a t u r e  i f  we co n ­
s i d e r  th e  l u x u r i a n t  f l o r a  a n d  th e  p r o p e r  c l im a te  f o r  r e p t i l e  
d e v e lo p m e n t i n  some o f  th o s e  c o u n t r i e s  an d  t h e i r  p r o x im i ty  
t o  t e r r i t o r i e s  w h ic h  do h av e  l a r g e  p o p u la t io n s  o f  p o is o n o u s  
s p e c i e s  (D i tm a r s ,  1 9 4 6 ; P o l l a r d ,  1 9 5 6 ) .
A n c ie n t  S tu d ie s  on  S nake Venoms
S in c e  a n t i q u i t y ,  m ank ind  h a s  w o r r ie d  a b o u t  t h e  b i t e s  
a n d  s t i n g s  o f  venom ous a n im a l s .  T h ere  i s  no  d o u b t t h a t  
s n a k e s  have  p la y e d  a  v e r y  im p o r ta n t  r o l e  i n  h i s t o r y .  S e r ­
p e n t s  r e p r e s e n t  n o t  o n ly  t h e  t e m p ta t io n  o f  o r i g i n a l  s i n ,  
b u t  a l s o  w isdom  a n d  s k i l l .  They h av e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i th  
t h e  m e d ic a l  s c i e n c e s  s in c e  a n c i e n t  t im e s .  The m odern  sym­
b o l  o f  m e d ic in e ,  t h e  c a d u c e u s ,  i s  a  s t a f f  i n t e r t w i n e d  w i th  
s e r p e n t s .
5B ren  t h e  o l d e s t  m e d ic a l  w r i t i n g s ,  t h e  a n c i e n t  Egyp­
t i a n  p a p y r i ,  c i r c a  1600  3 . C . ,  in c lu d e d  p r e s c r i p t i o n s  t o  b e  
u s e d  a g a i n s t  d i v e r s e  b i t e s .  G reek s  an d  L a t i n s  to o k  o v e r  
t h i s  e m p i r i c a l  m e d ic a l  k n o w led g e . M a t t h i o l i ' s  r e v i s i o n  o f  
D io s c o r id e s  De M a te r ia  M e d ic a . p r i n t e d  i n  V en ice  i n  1554# 
c o n t a i n s  many r e f e r e n c e s  t o  s t u d i e s  on venom s o f  s c o rp io n s #  
s n a k e s  an d  sh re w . L eake (1 9 5 6 ) s t a t e s  t h a t  t w e n t y - f iv e  s e c ­
t i o n s  o f  Book V o f  t h e  S ev en  Books o f  P a u lu s  A e g in a ta .  th e  
b e s t  summary o f  c l a s s i c a l  G reco-Rom an a n d  A ra b ic  m e d ic in e #  
d e a l  w i th  venom ous a n im a ls  a n d  i n d i c a t i o n s  f o r  t r e a t m e n t  
o f  p e r s o n s  b i t t e n  o r  s t u n g .  A n c ie n t  know ledge o f  venom ology  
w as t r a n s m i t t e d  t o  m e d ie v a l an d  R e n a is s a n c e  E u ro p e  th r o u g h  
B y z a n tin e  a n d  A ra b ic  w r i t i n g s .  I n  The W orkss o f  t h a t  Famous 
C h i r u r g io n  AjwHtv^ a P a r e r .  a n  E n g l i s h  t r a n s l a t i o n  o f  a  book  
w r i t t e n  b y  th e  F re n c h  s u rg e o n  A m bro lse  P a re  (London# 163 4 )#  
t h e r e  i s  a n  i l l u s t r a t e d  a n d  d e t a i l e d  d i s c u s s i o n  o f  p o is o n o u s  
a n i m a l s .  A c o n te m p o ra ry  o f  P a re ',  t h e  P a r i s i a n  J a c q u e s  G re v in  
i s  c r e d i t e d  w i th  t h e  f i r s t  s y s t e m a t i c  a c c o u n t  o f  p o is o n s #
Deux l i v r e s  d e s  v e n in s  a n v e r s  (A n tw erp , 1 5 6 6 )*  One volum e 
d e a l s  w i th  venom ous a n im a ls  an d  in c lu d e s  i l l u s t r a t i o n s  t o  
i d e n t i f y  t h e  v a r io u s  s n a k e s  an d  o t h e r  p o is o n o u s  a n im a ls  
known a t  t h a t  t im e .
M odern S tu d i e s  on  S nake Venoms
I t  w as n o t  u n t i l  t h e  s e v e n te e n th  c e n tu r y  t h a t  t h e  f i r s t  
m e th o d ic a l  w ork  on  sn a k e  p o is o n s  w as done b y  F ra n c e s c o  R ed i 
(O s s e r v e a lo n i  i n  t o r n o  a l l e  v i n e r e .  1 6 6 4 )*  Ho d e m o n s tr a te d
?
i
6t h a t  I n  o r d e r  f o r  sn a k e  venom s t o  p ro d u c e  t h e i r  e f f e c t s ,  
t h e y  h ad  t o  b e  I n j e c t e d  u n d e r  t h e  s k i n ,  w h e re a s  t h e y  w ere  
h a r m le s s  w hen t a k e n  b y  m outh* F e l i c e  F o n ta n a  e x te n d e d  th e s e  
s t u d i e s  t o  many o t h e r  p o is o n o u s  m a t e r i a l s *  I n  h i s  s tu d y  
o f  sn a k e  v en o m s. H ie h e re h e  f i c h i c h e  s o o r a  i l  d e le n o  d e l l a  
v i p e r a - p u b l i s h e d  i n  1 7 6 7  a n d  c o n s id e r e d  a s  t h e  s t a r t i n g  
p o i n t  f o r  m o d ern  s y s t e m a t i c  w ork  on  venom s a n d  t o x i c o l o g y ,  
he  d e s c r i b e d  s n a k e  venom s a s  b lo o d  c o a g u la n t s  a n d  a n t i ­
c o a g u la n t s  ( K lo b u s i t z k y ,  1 9 6 1 )*
The s t u d i e s  o f  R ed i a n d  F o n ta n a  w ere  n o t  f o l lo w e d  b y  
a n y  s c i e n t i f i c  w ork  on  venom s f o r  a lm o s t  a n o t h e r  c e n tu r y *
I n  t h e  l a t t e r  p a r t  o f  t h e  n i n e t e e n t h  c e n t u r y ,  S i l a s  V i e r  
M i t c h e l l ,  a  g r e a t  P h i l a d e l p h i a  n e u r o l o g i s t ,  p u b l i s h e d  s i g n i ­
f i c a n t  s t u d i e s  o n  r a t t l e s n a k e  venom  an d  o t h e r  s e r p e n t  venom s 
(R e s e a rc h e s  upon  th e  venom  o f  t h e  r a t t l e s n a k e .  S m ith s o n ia n  
I n s t i t u t i o n ,  W a s h in g to n , D*C*, 1 6 6 0 )*  The sam e i n v e s t i g a t o r ,  
t o g e t h e r  w i th  R e i c h e r t ,  p u b l i s h e d  R e s e a rc h e s  u p o n  t h e  venom s 
o f  p o is o n o u s  s e r p e n t s  i n  1666* They show ed f o r  t h e  f i r s t  
t im e  t h a t  sn a k e  venom s a r e  p r o t e i n a c e o u s  a n d  h av e  c h a r a c t e r ­
i s t i c  t o x i c  e f f e c t s  o n  n e r v e  t i s s u e  a n d  on  b lo o d *  By t h a t  
t i m e ,  tax o n o m y  h ad  d e v e lo p e d  s u f f i c i e n t l y  t o  g iv e  a  r e a s o n ­
a b l e  c l a s s i f i c a t i o n  o f  p o is o n o u s  a n im a ls *  The f i r s t  s y s t e ­
m a t ic  d e s c r i p t i o n  o f  venom ous s n a k e s  w as made b y  F a y r e r  i n  
1672.
C a lm e t t e ,  a  d i s t i n g u i s h e d  b a c t e r i o l o g i s t  a n d  im m unolo­
g i s t ,  i n i t i a t e d  s t u d i e s  o n  Im m u n is a t io n  a g a i n s t  sn a k e  venom s 
a n d  p u b l i s h e d  i n  1&96 a  s m a l l  vo lum e on  t h i s  s u b je c t*
7P a s t e u r  I n s t i t u t e s  th r o u g h o u t  t h e  w o r ld  u n d e r to o k  t h e  s u p ­
p l y  o f  a n t iv e n o m s  ( C a lm e t te ,  1 6 9 4 , 1 6 9 5 , 1 6 9 6 ) .  V i t a l  
B r a z i l ,  f o u n d e r  o f  t h e  B u ta n ta n  I n s t i t u t e  o f  S erum  T h e ra p y  
o f  Sao P a u lo ,  B r a s i l ,  a l s o  made v a l u a b l e  s t u d i e s  on  im m uni­
z a t i o n  a n d  t r e a t m e n t  o f  sn a k e  b i t e .  He w ro te  A. D e fe n s a  
c o m tra  o O o h id lsm o  i n  1911* D e t a i l e d  s t u d i e s  o n  t h e  h em o ly ­
t i c  p r o p e r t i e s  a n d  o t h e r  e f f e c t s  o f  s n a k e  venom s o n  b lo o d  
w ere  p e r fo rm e d  b y  F le x n e r  a n d  N oguch i i n  1 9 0 2  i n  t h e  U n i te d  
S t a t e s ,  A book  e n t i t l e d  S nake Venoms w as w r i t t e n  b y  N o g u ch i 
i n  1909* A bou t t h a t  t im e  K yes i n  G erm any, s t u d i e d  c o b r a  
venom a n d  show ed t h a t  l e c i t h i n  w as n e c e s s a r y  f o r  t h e  a c t i o n  
o f  c o b ra  h e m o ly s in .  Two v o lu m e s  e n t i t l e d  w  V en iw eux
e t  Y e n in s .  w i t h  a  t o t a l  o f  1 ,5 2 0  p a g e s ,  w ere  w r i t t e n  b y  
M a rie  P h i s a l i x  ( 1 9 2 2 ) ,  A l l  k n o w led g e  on  venom s u p  t o  1 9 2 2  
w as c o m p ile d  in  t h e s e  v o lu m e s .
P h a r m a c o lo g ic a l  C l a s s i f i c a t i o n  o f  S n ak e  Vanning
Venoms h av e  b e e n  lo n g  c l a s s i f i e d  i n t o  tw o  ty p e s  on  th e  
b a s i s  o f  w h e th e r  t h e i r  t o x i c  a c t i o n  i s  l o c a l  o r  g e n e r a l i s e d .  
T hose t h a t  p o s s e s s  a  p r e d o m in a n t  l o c a l  a c t i o n  a r e  com m only 
c a l l e d  t h e  b o t h r o p i c  t y p e ,  a s  venom s o f  many s p e c i e s  o f  t h e  
g e n u s  B o th ro p s  e x h i b i t  s u c h  a c t i o n .  Venoms f ro m  N o r th  A m eri­
c a n  r a t t l e s n a k e s  a n d  t r u e  v i p e r s  a l s o  b e lo n g  t o  t h i s  g r o u p .  
Venoms t h a t  p o s s e s s  a  p o w e r fu l  s y s t e m ic  a c t i o n  a r e  com m only 
c a l l e d  t h e  e l a p i d  t y p e ,  a s  venom  fro m  many e l a p i d  s n a k e s  
e x h i b i t s  s u c h  a c t i o n .  T hey a r e  a l s o  te rm e d  n e u r o t o x i c ,  
s i n c e  s u b s t a n c e s  a c t i n g  o n  t h e  n e rv o u s  s y s te m  a r e  c r e d i t e d
w i th  t h e i r  e x t r e m e ly  h ig h  l e t h a l i t y .  S uch  a  c l a s s i f i c a ­
t i o n  i s  n o t  a b s o l u t e ,  s i n c e  venom o f  some s p e c i e s  e x h i b i t s  
b o th  s t r o n g  l o c a l  an d  s y s te m ic  e f f e c t s  ( P ic a d o ,  1 9 3 1 ; Tan 
H e y n in g e n , 1 9 5 4 )•
C h em ic a l C o m p o s itio n  o f  S nake Venoms
P r o t e i n s  a r e  t h e  t o x i c  s u b s ta n c e s  p r e s e n t  i n  sn a k e  
v en o m s. A c c o rd in g  t o  a  r e v ie w  o f  a n im a l p o is o n s  b y  E e lla w a y  
(1 9 3 9 ) ,  t o x i c  p r o t e i n s  may b e  c l a s s i f i e d  i n  t h r e e  ty p e s :  
p r o t e o l y t i c  en zy m es . h e m o ly s in s  a n d  n a u m t n r i n a  - The p r o ­
t e o l y t i c  a c t i v i t y  o f  venom s was r e c o g n iz e d  b y  L a c e rd a  i n  
b o th r o p ic  venom s s i n c e  l& S l .  T h is  w as t h e  f i r s t  d i s c o v e r y  
o f  a n  enzym e i n  a n im a l  p o i s o n s ,  b u t  th e  p o s s i b i l i t y  t h a t  
r e p t i l e  venom s m ig h t c o n t a in  a g e n t s  s i m i l a r  t o  th o s e  o f  
t h e  d i g e s t i v e  j u i c e s  w as s u g g e s te d  e v e n  e a r l i e r ,  a c c o r d in g  
t o  Z e l l e r  (1951)*  T h ree  m ain  e f f e c t s  have b e e n  a t t r i b u t e d  
t o  sn a k e  venom p r o t e a s e s :  (1 )  h e m o rrh a g ic  an d  d e s t r u c t i v e
e f f e c t s  a t  th e  s i t e  o f  t h e  b i t e  a n d  i n  t h e  v i s c e r a ;  (2 )  c o ­
a g u l a t i o n  o r  a n t i c o a g u l a t i o n  o f  b lo o d ;  a n d  (3 )  h y p o te n s iv e  
a c t i o n  due t o  damage t o  v a s c u l a r  e n d o th e l iu m  w i th  s u b s e q u e n t  
e s c a p e  o f  b lo o d  fro m  th e  v e s s e l s  a n d  t o  th e  l i b e r a t i o n  o f  
h i s t a m i n e - l i k e  s u b s t a n c e s .  (Van H ey n in g e n , 1 9 5 4 ; Z u b e r ,  e t  
a l . ,  I 9 6 0 ) .
Some c o a g u la n t  venom s p o s s e s s  t h r o m b in - l ik e  p r o p e r t i e s ,  
s i n c e  th e y  a r e  a b l e  t o  c o a g u la t e  p u re  f i b r i n o g e n  i n  v i t r o  
w i th o u t  c a lc iu m  i o n s ,  t i s s u e  e x t r a c t s  o r  p r o th ro m b in .  O th e r  
venom s e x e r t  t h e i r  p ro m o tin g  a c t i o n  on c l o t t i n g  b y  c o n v e r t ­
9in g  p ro th ro m b in  t o  th ro m b in .  A n t ic o a g u la n t  a c t i v i t y  i s  
a l s o 'f o u n d  i n  so n s  v en o m s. The d i s c o v e r y  t h a t  c o a g u la n t  
a n d  a n t i c o a g u l a n t  s u b s ta n c e s  may c o e x i s t  i n  t h e  same venom 
d a t e s  b a c k  t o  ld & 6 . Much c o n t r o v e r s y  h a s  e x i s t e d  a ro u n d  
th e  m u l t i p l e  an d  a p p a r e n t l y  a n t a g o n i s t i c  a c t i o n s  o f  venom s 
on  t h e  b lo o d  c l o t t i n g  p r o c e s s  an d  on  t h e  r e l a t i o n s h i p  o f  
c o a g u la n t  an d  a n t i c o a g u l a n t  p r o p e r t i e s  t o  p r o t e o l y t i c  a c ­
t i v i t y .  An e x c e l l e n t  r e v ie w  o f  a l l  p a p e r s  p u b l i s h e d  on  th e  
a c t i o n  o f  sn a k e  venom s on b lo o d  c l o t t i n g  w as made b y  
K lo b u s i t s k y  (1 9 6 1 ) .
H em o ly tic  p r o p e r t i e s  o f  venom s w ere  fo u n d  t o  b e  due 
t o  t h e  p r e s e n c e  o f  p h o s p h a t id a s e  A , a n  i n d i r e c t  h e m o ly s in , 
w h ich  c o n v e r t s  l e c i t h i n  i n t o  l y s o l e c i t h i n ,  a  s u b s ta n c e  t h a t  
r u p t u r e s  r e d  b lo o d  c e l l s .  Some venom s show d i r e c t  h e m o ly t ic  
a c t i o n  n o t  d e p e n d e n t on  t h e  p r e s e n c e  o f  l e c i t h i n .  The 
r o l e  o f  p h o s p h a t id a s e  A i n  sn a k e  venom p o is o n in g  p r o b a b ly  
c o n s i s t s  o f  r u p t u r e  o f  e r y t h r o c y t e s  a n d  i n j u r y  t o  c a p i l l a r y  
e n d o th e l iu m , l e a d i n g  t o  h e m o rrh a g e , edem a an d  n e c r o s i s  
( P o r g e s ,  1 9 5 3 ; Van H e y n in g e n , 1 9 5 4 )#
N e u r o to x in s ,  c h a r a c t e r i s t i c  co m p o n en ts  o f  venom s o f  
c o b r a s  an d  a l l i e d  s p e c i e s  o f  f a m i l y  K la p id a e ,  seem  t o  a c t  
s e l e c t i v e l y  on  th e  p e r i p h e r a l  n e rv o u s  s y s te m , th u s  i n h i b i t - \
in g  r e s p i r a t o r y  m ovem ents a n d  p ro d u c in g  d e a th  b y  a s p h y x ia  
( P o r g e s ,  1 9 5 3 ; Van H e y n in g e n , 1 9 5 4 )*
H y a lu ro n id a s e  w as d i s c o v e r e d  i n  sn a k e  venom s b y  D uran  
Reynals i n  1 9 3 6 . T h is  ensym e i s  known a s  t h e  " s p r e a d in g  
f a c t o r "  b e c a u s e  i t  e n h a n c e s  t h e  s p r e a d in g  o f  i n f e c t i o u s
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a g e n t s  a n d  d y e s t u f f s  i n  t h e  s k i n  o f  a n i m a l s ,  a n d  w as fo u n d  
i n  c u l t u r e s  o f  i n v a s i v e  b a c t e r i a ,  i n  m am m alian t e s t e s ,  h o o k ­
worms a n d  l e e c h  h e a d s*  I t  w as f u r t h e r  d i s c o v e r e d  i n  venom s 
o f  b e e s ,  s c o r p io n s  a n d  p o is o n o u s  f i s h .  I t  h y d r o ly s e s  
h y a l u r o n ic  a c i d  a n d  t h u s  a l lo w s  a  r a p i d  d i f f u s i o n  o f  t o x i c  
s u b s t a n c e s  a n d  f o r e i g n  m a t t e r  b y  r e d u c i n g  th e  v i s c o s i t y  
a n d  r e s i s t a n c e  o f  t h e  g ro u n d  s u b s t a n c e  (T an H e y n in g e n , 1954  
R o g e rs ,  1 9 6 1 ) .
I n d i a n  i n v e s t i g a t o r s  fo u n d  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  i n  
c o b ra  venom ( I y e n g a r ,  e t  a l . ,  1 9 3 6 ) .  I t  was one  h u n d re d  
t im e s  m ore a c t i v e  t h a n  th e  e s t e r a s e  o f  t h e  e l e c t r i c  o rg a n s  
o f  t h e  e l e c t r i c  e e l ,  t h e  m o st a c t i v e  s o u r c e  o f  t h e  enzym e 
known u n t i l  t h a t  t i m e .  F u r t h e r  s t u d i e s  d e m o n s t r a te d  i t s  
p r e s e n c e  i n  a l l  e l a p i d  venom s a n d  a b s e n c e  i n  t h e  v i p e r i n e  
venom s ( Z e l l e r ,  1 9 5 1 ) .  T h is  enzym e w as s u s p e c te d  o f  b e in g  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  n e u r o to x ic  p r o p e r t i e s  o f  c o b ra  venom , 
s i n c e  i t s  i n t e r f e r e n c e  w i th  a c e t y l c h o l i n e  o u t p u t  o f  n e rv e  
e n d in g s  m ig h t r e s u l t  i n  a  c u r a r e - l i k e  e f f e c t  o n  c h o l i n e r g i c  
m o to r  n e r v e s .  H ow ever, v e r y  c o n c lu s i v e  e x p e r im e n ts  h av e  
d e m o n s t r a te d  t h a t  t h e  n e u r o to x in  o f  e l a p i d  venom s i s  a  
s u b s t a n c e  d i f f e r e n t  f ro m  t r u e  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  ( D e t r a i t ,  
e t  a l . ,  1 9 5 9 ) .
An u n s p e c i f i c  p h o s p h o d ie s t e r a s e  a b l e  t o  r e l e a s e  p h e n o l ,  
b u t  n o t  p h o s p h o r ic  a c i d  f ro m  d ip h e n y l  p h o s p h a te  e s t e r s  was 
t h e  f i r s t  p h o s p h a ta s e  fo u n d  i n  s n a k e  v en o m s. A d d i t i o n a l  
s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e s  h av e  s i n c e  b e e n  fo u n d  i n  t h e s e  s e c r e ­
t i o n s .  R ib o n u c le a s e  a n d  d e o x y r ib o n u c le a s e  a r e  b e l i e v e d  t o
we
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s u p p le m e n t t h e  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  o f  o t h e r  e n aymes  a n d  t o  
c o n t r i b u t e  t o  t h e  c y t o l y t i c  e f f e c t s  o f  T en o n s (T a b o rd a , e t  a l . ,  
1 9 5 2 a ; P o r g e s ,  1 9 5 3 ) .  N ic o t in a m i d e - d i n u c l e o t i d a s e  ( d lp h o s -  
p h o p y r i d i n e - n u c l e o t i d a s e )  c a t a l y s e s  t h e  h y d r o l y s i s  o f  NAD'*’,  
t h u s  i n t e r f e r i n g  i n d i r e c t l y  w i t h  t i s s u e  o x i d a t i o n .  A d e n o s in e -  
t r i p h o s p h a t a s e  p r o b a b ly  p ro d u c e s  sh o c k  b y  e x h a u s t i n g  s u p ­
p l i e s  o f  t h e  r e a d i l y  a v a i l a b l e  e n e r g y  o f  a d e n o s i n e - t r i p h o s ­
p h a t e .  A d e n o s in e - 5 f -n o n o p h o s p h a ta s e  o r  5 - n u c l e o t i d a s e  
seem s t o  b e  p r e s e n t  i n  a l l  s n a k e  venom s an d  i s  u s u a l l y  th e  
m o s t a c t i v e  p h o s p h a ta s e  ( Z e l l e r ,  1 9 5 1 ; Van H e y n in g e n , 1 9 5 4 ) .
A n o n h y d r o ly t i c  en sy m e , L -a m in o  a c i d  o x i d a s e ,  w as d e ­
m o n s t r a te d  f o r  t h e  f i r s t  t im e  i n  sn a k e  venom s b y  Z e l l e r  a n d  
M a r i tx  (1 9 4 4 )*  l b s  co en sy m e , f l a v i n  a d e n in e  d i n u c l e o t i d e  
i s  t h e  s u b s ta n c e  t o  w h ic h  th e  y e l lo w  c o l o r  o f  m o s t s n a k e  
venom s i s  d u e .  T h is  en sy m e , o f t e n  c a l l e d  o p h io - o x i d a s e ,  
h a s  b e e n  i s o l a t e d  i n  a  p u re  s t a t e  f ro m  m o c c a s in  venom  a n d  
i s  a b o u t  500 t i n e s  a s  a c t i v e  a s  m am m alian  L -am in o  a c i d  
o x i d a s e s .  A lth o u g h  c o n s id e r e d  u n n e c e s s a r y  f o r  t h e  l e t h a l  
e f f e c t s  o f  v en o m s, i t  i s  c r e d i t e d  w i t h  a  p r o  t e a s e - e n h a n c ­
in g  e f f e c t ,  d e s t r o y i n g  a m in o - a c id s  r e s u l t i n g  f ro m  p r o t e o ­
l y s i s  ( P o r g e s ,  1 9 5 3 ) .  Venoms a p p e a r e d  a s  m ore co m p lex  
s e c r e t i o n s  t h a n  t h e  o r d i n a r y  d i g e s t i v e  j u i c e s ,  w h ic h  do  
n o t  c o n t a i n  a n y  h y a l u r o n id a s e  o r  L -am in o  o x i d a s e .
Z e l l e r  (1 9 5 1 )  r e v ie w e d  s t u d i e s  on  s n a k e  v en o m s, p a r ­
t i c u l a r l y  p a p e r s  p u b l i s h e d  d u r in g  t h e  p r e v io u s  d e c a d e .  He 
b e l i e v e d  t h a t  t h e  p o t e n t  b i o l o g i c a l  c a t a l y s t s  a r e  n o t  a c ­
c i d e n t a l  co m p o n en ts  o f  sn a k e  v e n o m s. The r o l e  o f  ensym es
12
I n  t h e  m echan ism  o f  p o i s o n in g  i s  n o t  c l e a r  a n d  some i n v e s t i ­
g a t o r s  h av e  d e m o n s t r a te d  t h a t  t o x i c i t y  o f  some sn a k e  venom s 
i s  n o t  a s s o c i a t e d  w i th  a n y  known e n z y m a t ic  a c t i o n  (T a n g , 
e t  a l . ,  1 9 5 9 ; D e t r a i t ,  e t  a l . ,  1 9 5 9 )*  On t h e  o t h e r  h a n d , 
some c r o t a l i d  venom s a r e  v e r y  p o t e n t  c o a g u la n t s  due t o  
t h r o m b i n - l i k e  s u b s t a n c e s  ( E a g le i  1 9 3 7 )  a n d  t h e  t o x i c i t y  o f  
th ro m b in  h a s  b e e n  d e m o n s t r a te d  ( M a r c in ia k ,  e t  a l . ,  1 9 6 2 ) .
Venoms o f  O th e r  A n im a ls
Venoms o f  o t h e r  a n im a ls  show  some s i m i l a r i t i e s  t o  sn a k e  
v en o m s. T o x in s  o f  s p i d e r  venom s a r e  p r o t e in a c e o u s  ( K a is e r  
a n d  M ic h l ,  1 9 5 $ ) •  T r y p s in ,  h y a l u r o n id a s e  a n d  l e c i t h i n a s e  
a c t i v i t i e s  h av e  b e e n  d e t e c t e d  i n  venom s o f  some s p i d e r s  
( K a i s e r ,  1 9 5 6 ; R u s s e l l ,  1 9 6 1 ) .  Venom o f  s p i d e r s  o f  g e n u s  
P h o n e u t r i a  i s  v e r y  s i m i l a r  t o  e l a p i d  venom  i n  i t s  n e u r o ­
t o x i c  p r o p e r t i e s .  Y e t^ p o is o n  o f  o t h e r  s p i d e r s  (L v c o s a ) 
r e s e m b le s  c r o t a l i d  venom s i n  i t s  a c t i o n  (Van H e y n in g e n ,
1 9 5 4 ; B u c h e r l ,  1 9 5 6 ) .  S c o r p io n  venom s a r e  m ore t o x i c  th a n
s p i d e r  venom s a n d  v e r y  s i m i l a r  i n  a c t i o n  t o  t h o s e  p ro d u c e d
*
b y  e l a p i d s  (D el P o z o , 1 9 5 6 ) .  H i s t a m in e - ,  a c e t y l c h o l i n e -  
a n d  b r a d i k i n i n - l i k e  a c t i o n s  h a v e  b e e n  d e m o n s tr a te d  i n  venom s 
o f  B r a z i l i a n  s c o r p io n s  (D in iz  a n d  f to n ^ a lv e s ,  1 9 5 6 ) .  Venoms 
o f  N o r th  A f r i c a n  s c o r p io n s  show  l e c i t h i n a s e  b u t  n o  p r o t e o ­
l y t i c  a c t i v i t y  ( B a l o z e t ,  1 9 5 6 ) .  S t i n g r a y  venom i s  a l s o  o f  
p r o t e i n  n a t u r e ,  v e r y  l a b i l e  a n d  e a s y  t o  i n a c t i v a t e  b y  h e a t ­
i n g .  I t  i s  l e s s  t o x i c  th a n  r a t t l e s n a k e  a n d  b l a c k  widow 
s p i d e r  venom s ( R u s s e l l ,  1 9 6 1 ) .  N e u r o to x in s  a n d  c y t o t o x i n s
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seem  t o  b e  p r e s e n t  i n  venom o f  t h e  G i l a  m o n s te r  (T in k h am , 
1 9 5 6 ) •  A lm o st n o th in g  i s  known o f  t h e  c h e m ic a l  n a t u r e  a n d  
p h a r m a c o lo g ic a l  a c t i o n s  o f  venom  p r o d u c e d  b y  th e  su b m ax j1 -  
l a r y  g la n d s  o f  th e  A m e ric a n  s h o r t - t a i l e d  sh rew  ( P e a r s o n ,  
1 9 5 6 )*  P r o t e i n s ,  b a s i c  p o l y p e p t i d e s ,  am in o  a c i d s  a n d  5 -  
h y d r o x y - t r y p ta m in e  a r e  p r e s e n t  i n  s k i n  venom ous s e c r e t i o n s  
o f  a m p h ib ia n s ;  t h e  p e p t i d e  f r a c t i o n  e x h i b i t s  h e m o ly t ic  p r o ­
p e r t i e s ,  S k in  s e c r e t i o n  a n d  venom p ro d u c e d  b y  p a r o t i d  
g l a n d s  o f  t o a d s  a r e  d i f f e r e n t  f ro m  o t h e r  a m p h ib ia n  venom s 
i n  h a v in g  s t e r o i d s  w i th  d i g i t a l i s - l i k e  a c t i o n  a n d  p h e n o l i c  
a m in e s  w h ic h  r a i s e  b lo o d  p r e s s u r e  ( J e n s e n  a n d  W e s tp h a l ,  
1 9 5 6 ; K is s  a n d  M ic h l ,  1 9 6 2 ) ,
F r a c t i o n a t i o n  o f  Venom C o n s t i t u e n t s
The e f f o r t s  o f  b io c h e m i s t s  w o rk in g  w i th  sn a k e  venom s 
h av e  c o n c e n t r a t e d  f o r  many y e a r s  o n  t h e  s e p a r a t i o n  o f  th e  
a b o v e  m e n tio n e d  a c t i v i t i e s .  The g o a l  o f  s u c h  w o rk s  h a s  
b e e n  t o  c o r r e l a t e  t o x i c i t y  w i t h  a  s p e c i f i c  b io c h e m ic a l  
a c t i v i t y  o r  e n t i t y .
I n  1 9 3 ^ , S l o t t a . a n d  F r a e n k e l - C o n r a t  o b t a in e d  b y  f r a c ­
t i o n a l  p r e c i p i t a t i o n  a  c r y s t a l l i n e  p r o t e i n ,  c r o t o x i n ,  t h a t  
p o s s e s s e d  b o th  n e u r o t o x i c  a n d  h e m o ly t ic  p r o p e r t i e s ,  f ro m  
t h e  venom  o f  t h e  B r a s i l i a n  r a t t l e s n a k e ,  Ci-nfcqluM d u r i s a u s  
t e r r i f i c u s .  I t  a c c o u n te d  f o r  m o s t o f  t h e  t o x i c i t y  o f  t h e  
venom  a n d  th e y  a ssu m ed  i t  w as a  p u r e  s u b s t a n c e ,  ( S l o t t a  
a n d  F r a e n k e l - C o n r a t ,  1 9 3 d , 1 9 3 9 , S l o t t a ,  1 9 5 6 ) ,  I n d i a n  
b io c h e m i s t s  s u g g e s te d  t h a t  c r o t o x i n  w as n o t  a  p u r e  p r o t e i n ,
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b u t  w as a  m ix tu r e  o f  n e u r o to x i c  a n d  h e m o ly t ic  co m p o n en ts*  
T hey w e re  a b l e ,  b y  u s in g  s i m i l a r  p r o c e d u r e s ,  t o  i s o l a t e  a  
r e l a t i v e l y  n o n - n e u r o to x ic  l e c i t h i n a s e  f ro m  c o b ra  venom 
(G hosh a n d -D e , 1 9 3 7 )*
C h ro m a to g ra p h ic  m e th o d s  r e p r e s e n t  a  f u r t h e r  s t e p  i n  
t h e  f r a c t i o n a t i o n  s t u d y  o f  venom s* E x te n s iv e  w ork  h a s  b e e n
i,
done b y  venom  b i o c h e m i s t s ,  e s p e c i a l l y  i n  c o n n e c t io n  w i th  
p h o s p h o d ie s t e r a s e  ( S in s h e im e r  a n d  K o e r n e r ,  1 9 5 2 ; P r i v a t  de 
G a r i l h e  a n d  L ask o w sk y , 1 9 5 5 ; Boman, 1 9 5 9 )*  T h is  ensym e 
w as i s o l a t e d  f ro m  t h e  venom  o f  t h e  f e r - d e - l a n c e  a n d  t h e  
e a s t e r n  d iam o n d b ack  r a t t l e s n a k e  b y  s u c c e s s iv e  c h ro m a to g ra p h y  
on c a r b o x y m e t h y l c e l l u lo s e ,  f o l lo w e d  b y  io n  e x c h a n g e  co lu m n s 
( F e l i x ,  e t  a l . ,  I 9 6 0 )*  Colum n c h ro m a to g ra p h y  h a s  a l s o  
b e e n  u s e d  t o  f r a c t i o n a t e  venom s o f  V ip e r a  p a l e s t i n a e  (K ochw a, 
e t  a l . ,  I 9 6 0 )  an d  o f  F o rm osan  an d  o t h e r  A s i a t i c  s n a k e s  
(T a n g , e t  a l * ,  1 9 5 6 ; O h s a k a , I 9 6 0 )*  P a p e r  c h ro m a to g ra p h y  
w as em p lo y ed  b y  Y u g o s la v ia n  w o rk e rs  t o  s e p a r a t e  venom  p r o ­
t e i n s  o f  V ip e r a  awimod-yt-es ( P l a n t a n i d a  a n d  M u ic , 1 9 5 3 ) *
G e l f i l t r a t i o n  h a s  a l s o  b e e n  a p p l i e d  t o  f r a c t i o n a t i o n
• /
s t u d i e s  o f  s n a k e  venom s* T h is  i s  a  r e c e n t  t e c h n iq u e  b a s e d  
on  t h e  f a c t  t h a t  s u b s t a n c e s  o f  l a r g e  m o le c u la r  s i s e  t e n d  
t o  move a t  a  f a s t e r  r a t e  th a n  th o s e  o f  s m a l l  s i s e  w hen a  
m ix tu r e  i s  f i l t e r e d  th r o u g h  a  co lum n  o f  g ro u n d  d e x t r a n  g e l*
I t  a l l o w s  n o t  o n ly  t o  s e p a r a t e  am in o  a c i d s ,  p e p t i d e s  a n d  
p r o t e i n s ,  b u t  a l s o  t o  c o n c e n t r a t e  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l s  
( P o r a t h ,  1 9 5 9 ; P o r a th  a n d  F l o d i n ,  1 9 5 9 ; F l o d i n ,  e t  a l . ,
I 9 6 0 ) .  I t  w as a p p l i e d  b y  B jo rk  a n d  P o r a t h  (1 9 5 9 ) t o
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f r a c t i o n a t e  r i n g h a l s  c o b ra  a n d  e a s t e r n  d iam o n d b ack  r a t t l e ­
sn a k e  v e n o n s .  T hey  d e m o n s t r a te d  t h a t  l e c i t h i n a s e  A was 
t h e  o n ly  enzym e r e t a r d e d  t o  a n y  a p p r e c i a b l e  d e g r e e ,  i n  
a g re e m e n t  w i t h  p r e v io u s  w o rk  t h a t  h a d  d e m o n s t r a te d  A r a t h e r  
lo w  m o le c u la r  w e ig h t  f o r  t h a t  s u b s t a n c e .  U l t r a f i l t r a t i o n  
th r o u g h  c o l l o d i o n  a n d  c e l lo p h a n e  m em branes h a s  b e e n  em­
p lo y e d  b y  B u s s a rd  (1 9 5 5 ) t o  d e m o n s t r a te  t h a t  a  n e u r o to x ic  
s u b s t a n c e  o f  c o b ra  (N . t r i n u d l a n s ) venom i s  o f  r e l a t i v e l y  
s m a l l  m o le c u la r  s i z e .
A lth o u g h  m ov ing  b o u n d a ry  e l e c t r o p h o r e s i s  h a s  b e e n  
em p lo y ed  i n  venom  w ork  ( P o u ls o n ,  e t  a l . ,  1 9 4 6 ; G r a s s e t ,  e t  
a l . ,  1 9 5 6 ) ,  zone  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  t h e  t e c h n iq u e  t h a t  h a s  
p la y e d  a n  o u t s t a n d i n g  r o l e .  I t  d i f f e r s  f ro m  t h e  m oving  
b o u n d a ry  t e c h n iq u e  i n  t h a t  e l e c t r o m i g r a t i o n  o f  c h a rg e d  
p a r t i c l e s  o c c u r s  th r o u g h  c o n d u c t in g  s o l u t i o n s  p r e v i o u s l y  
s t a b i l i s e d  w i th  a g a r ,  g e l a t i n ,  s t a r c h ,  f i l t e r  p a p e r ,  e t c .
I t  i s  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l  b e c a u s e  i t  a l l o w s  a n  a b s o l u t e  
s e p a r a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  v e r y  s m a l l  am o u n ts  o f  
b i o l o g i c a l  m a t e r i a l  (M cD onald , 1 9 5 5 )*  P a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s  
h a s  b e e n  t h e  p r e f e r r e d  p r o c e d u r e  b y  m o s t venom  b io c h e m i s t s  
f o r  many y e a r s .  I n  f a c t ,  t h e  t e c h n iq u e  o r i g i n a t e d  i n  c o n ­
n e c t i o n  w i t h  venom  r e s e a r c h  w hen K lo b u s i t s k y  a n d  K o n lg , 
w o rk in g  i n  B r a s i l  i n  1 9 3 6 , p u t  one  d ro p  o f  d i l u t e d  venom  
o f  B o th ro o s  l a r a r a c a  o n  a  s h o r t  s t r i p  o f  p a p e r  m o is te n e d  
w i t h  a  s o l u t i o n  o f  a  d i l u t e d  e l e c t r o l y t e  a n d  o b s e rv e d  t h a t  
t h e  y e l lo w  s p o t  o f  venom  m ig r a t e d  to w a rd  t h e  a n o d e  upon  
a l l o w in g  t h e  c u r r e n t  t o  f lo w  ( K lo b u s i t s k y  a n d  K o n ig , 1 9 3 9 )*
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G rossm an a n d  H an n ig  (1 9 5 4 )  f r a c t i o n a t e d  a n d  made a  
c o m p a ra t iv e  s tu d y  o f  sn a k e  a n d  I n s e c t  venom s b y  m eans o f  
p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s .  M ic h l (1 9 5 4 ) a p p l i e d  t h e  same 
te c h n iq u e  t o  s t u d y  B o th ro n s  l a r a r a c a  venom a n d  l o c a l i s e d  
t h e  e n s y m a tic  a c t i v i t i e s  a lo n g  t h e  p a p e r  s t r i p .  G r a s s e t  
a n d  S c h w a r ts  (1 9 5 5 ) d e m o n s t r a te d  t h a t  s u b s t a n c e s  show ing  
c o a g u la n t  a n d  a n t i c o a g u l a n t  p r o p e r t i e s  a n d  s im u l t a n e o u s ly  
p r e s e n t  i n  V ip e ra  r u s s e l l i  venom  c o u ld  b e  s e p a r a t e d  i n  b a n d s  
o f  d i f f e r e n t  m i g r a t i o n  b y  m eans o f  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s .
O h sa k a , e t  a l .  ( I9 6 0 )  em p lo y ed  so n e  e l e c t r o p h o r e s i s  
th r o u g h  co lu m n s o f  p o t a t o  s t a r c h  t o  f r a c t i o n a t e  tv-Imat** g u ru s  
f l a v o v i r i d i s  venom  a n d  i d e n t i f i e d  tw o h e m o rrh a g ic  p r i n c i ­
p l e s  o f  d i f f e r e n t  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y .  T an g , e t  a l .  
(1 9 5 9 a , b )  u s e d  th e  same te c h n iq u e  t o  s tu d y  th e  t o x i c i t y  
o f  enzym es o f  F o rm osan  c o b ra  venom  a n d  o t h e r  v en o m s. By 
m eans o f  e l e c t r o p h o r e s i s  th r o u g h  a g a r ,  D e t r o i t ,  e t  a l .  (1 9 5 9 ) 
w ere  a b l e  t o  s e p a r a t e  t h e  n e u r o to x in  o f  venom s fro m  tw o 
s p e c i e s  o f  c o b r a s  a n d  d e m o n s t r a te  t h a t  t h e  t o x i c  f r a c t i o n s  
c o n t a in e d  n o  e n z y m a t ic  a c t i o n ,  w h e re a s  m o s t o f  o t h e r  f r a c ­
t i o n s  show ed c h o l i n e s t e r a s e  a c t i v i t y .
By e m p lo y in g  s t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a  r e c e n t l y  
d e v e lo p e d  te c h n iq u e  o f  g r e a t  r e s o l v i n g  p o w er ( S m i th i e s ,
1955# 1 9 5 9 a , 1 9 5 9 b ) ,  J im e n e z - P o r r a s  (1 9 6 1 )  o b t a i n e d  9  f r a c ­
t i o n s  a n d  l o c a l i z e d  1 0  e n z y m a tic  a c t i v i t i e s  a lo n g  t h e  e l e c ­
t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  C r o t a lu s  a t r o x  venom . He d e t e c t e d  
p h o s p h a t id a s e  A a c t i v i t y  i n  tw o  s e p a r a t e  T a s t  m i g r a t i n g  
a n o d a l  b a n d s .
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Some i n v e s t i g a t o r s  h a v e  co m b in ed  s e v e r a l  t e c h n iq u e s  
t o  i s o l a t e ,  p u r i f y  a n d  i d e n t i f y  venom  ensym es*  F o r  i n ­
s t a n c e  v B jo rk  (1 9 6 1 ) em p lo y ed  a n i o n -  a n d  c a t io n - e x c h a n g e  
c h ro m a to g ra p h y , g e l  f i l t r a t i o n  a n d  c a lc iu m  p h o s p h a te  ch ro m a­
to g r a p h y  t o  p u r i f y  p h o s p h o d ie s t e r a s e  ,  5 - n u c l e o t i d a s e ,
*
l e c i t h i n a s e  A a n d  c h o l i n e s t e r a s e  f ro m  c o b ra  venom* A c id  
t r e a t m e n t  f o l lo w e d  b y  f r a c t i o n a t i o n  w i th  a c e to n e  a n d  p a p e r  
e l e c t r o p h o r e s i s  w ere  u s e d  b y  H aberm ann (1 9 5 8 )  t o  p u r i f y  
t h e  b lo o d  c l o t t i n g  ensym e o f  t h e  venom  o f  B o th ro o s  l a r a r a c a .  
G r a s s e t ,  e t  a l *  (1 9 5 6 ) em p lo y ed  m oving  b o u n d a ry  a n d  p a p e r  
e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  im m u n o ch em ica l t e c h n i q u e s  t o  com p are  
co m p o n en ts  o f  s e v e r a l  v i p e r ,  p i t  v i p e r  a n d  e l a p i d  venom s*
Up t o  t h e  p r e s e n t  t i m e ,  o n ly  tw o  s u b s t a n c e s  h av e  b e e n  
i s o l a t e d  i n  c r y s t a l l i n e  fo rm  f ro m  n e a r l y  4 0 0  s n a k e  venom s 
t h a t  h a v e  b e e n  s tu d i e d *  One o f  th em  i s  c r o t o x i n  a n d  t h e  
o t h e r  i s  t h e  l e c i t h i n a s e  o f  c o b r a  venom* S in c e  t h e  l a t t e r  
i s  r e l a t i v e l y  n o n - t o x i c ,  c r o t o x i n  r e m a in s  a s  t h e  o n ly  
c r y s t a l l i n e  t o x i n  i s o l a t e d  f ro m  venom s ( S l o t t a ,  1 9 5 6 ; 
K lo b u s i t s k y ,  1 9 6 1 )*
Im p o r ta n c e  o f  R e s e a rc h  on  Venoms
A s c a n  b e  i n f e r r e d  f ro m  t h e  a b o v e  r e v ie w ,  t h e  s u b j e c t  
o f  venom s i s  a  v e r y  co m p lex  f i e l d  w h ic h  o f f e r s  r e s e a r c h  p r o ­
b le m s  i n  many p h a s e s  o f  s c ie n c e *  Work w i t h  sn a k e  venom s i s  
n e c e s s a r y  t o  o b t a i n  a  c l e a r e r  u n d e r s t a n d in g  o f  sym ptom s a n d  
t r e a t m e n t  o f  s n a k e  b i t e *  I s  t h e  t o x i c i t y  o f  sn a k e  venom  
due t o  a  s p e c i f i c  p r o t e i n  o r  t o  a  s y n e r g i s t i c  e f f e c t  o f  t h e
i
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b a t t e r y  o r  p r o t e i n s  o f1 t h e  venom ? I f  t o x i c i t y  i s  d u e  t o  
o n ly  one  o r  a  few  s u b s t a n c e s ,  t h e s e  s h o u ld  b e  u t i l i z e d  a s  
a n t i g e n s  i n  p r e p a r in g  a n t i s e r a  t o  b e  u s e d  i n  t r e a t m e n t .
B u t venom  f r a c t i o n s  th e m s e lv e s  have  m e d ic a l  im p o r ta n c e  s in c e  
some o f  them  a r e  u s e f u l  d r u g s :  c o b ra  n e u r o t o x i n  i s  a  p o t e n t
a n a l g e s i c  t h a t  p o s s e s s e s  s e v e r a l  a d v a n ta g e s  o v e r  m o rp h in e  
(M a c h t, 1 9 4 1 )*  S nake venom  p r e p a r a t i o n s  a r e  t h e  s t r o n g e s t  
h e m o s ta t i c  a g e n t s  known a n d  a r e  v a l u a b l e  f o r  t r e a t m e n t  o f  
c o a g u l a t i o n  d i s o r d e r s  ( K lo b u s i t z k y ,  1 9 5 9 ; B u rn , 1 9 5 9 ) •
E ven  t o  t h e  b io c h e m is t  n o t  i n t e r e s t e d  i n  t o x i c o l o g i c a l  
p r o b le m s ,  some sn a k e  venom  enzym es a r e  e x c e l l e n t  t o o l s  i n  
s t r u c t u r a l  a n d  p r e p a r a t i v e  s t u d i e s .  T h is  p o i n t  i s  i l l u s ­
t r a t e d  b y  t h e  im p o r ta n c e  o f  venom  p h o s p h o d ie s t e r a s e  i n  
u n r a v e l l i n g  t h e  s t r u c t u r e  o f  n u c l e i c  a c i d s  ( P r i v a t  de 
G a r i lh e  a n d  L ask o w sk y , 1 9 5 5 ; Boman, 1 9 5 9 ; R a z z e l l  a n d  
K h o ra n a , 1 9 5 9 a , b ;  F e l i x ,  e t  a l . ,  I 9 6 0 ) .  S i m i l a r l y ,  venom 
L -am in o  a c i d  o x id a s e  h a s  b e e n  u s e d  t o  p r e p a r e  o t - k e to a c id s  
u s e d  i n  s t u d i e s  o f  i n t e r m e d i a r y  m e ta b o l is m  ( M e i s t e r ,  1 9 5 6 )*
A m o st r e c e n t  t r e n d  i n  t h e  f i e l d  o f  v en o m o lo g y  i s  t h e  
u s e  o f  venom p r o p e r t i e s  a s  t o o l s  f o r  ta x o n o m ic  an d  p h y lo ­
g e n e t i c  s t u d i e s .  M in to n  (1 9 5 6 ) fo u n d  some p h y lo g e n e t i c  
r e l a t i o n s h i p s  among p i t  v i p e r s  ( S i s t r u r u s ,  C r o t a l u s . 
A g k i s t r o d o n ) on  t h e  b a s i s  o f  b io c h e m ic a l  a n d  t o x i c o l o g i c a l  
p r o p e r t i e s  o f  t h e i r  venom s* By m eans o f  p a p e r  e l e c t r o ­
p h o r e s i s ,  G o n fa lv e s  a n d  V i e i r a  s t u d i e d  r a t t l e s n a k e  venom 
f ro m  s p e c im e n s  o f  C r o t a l u s  d u r i s s u s  t e r r i f i c u s  c o l l e c t e d  
i n  n o r t h e r n ,  c e n t r a l  a n d  s o u th e r n  B r a z i l  a n d  fo u n d  t h a t  a
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p r o t e i n  o f  c a t h o d a l  n a t u r e  a n d  n e u r o t o x i c  p r o p e r t i e s ,  
w h ic h  th e y  c a l l e d  c r o ta m in e ,  w as p r e s e n t  o n ly  i n  venom  o f  
s p e c im e n s  f ro m  s o u th e r n  B r a s i l  (G o n p a lv e s  a n d  V i e i r a ,  1 9 5 0 ; 
G o n g a lv e s , 1 9 5 1 )*  They a l s o  o b s e rv e d  t h a t  s o u th e r n  s p e c i ­
m ens p ro d u c e d  w h i te  venom  w h e re a s  t h e  n o r t h e r n  c r o ta m in e -  
l a c k l n g  venom s w ere  y e l lo w .  F u r t h e r  s t u d i e s  b y  m eans o f  
u l t r a c e n t r i f u g a t i o n ,  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a n t i g e n - a n t i -  
b o d y  r e a c t i o n  i n  a g a r  g e l  a n d  t o x i c i t y  t e s t s  h av e  c l e a r l y  
d i s t i n g u i s h e d  b e tw e e n  b o th  s o r t s  o f  v en o m s. T h ese  b i o ­
c h e m ic a l  f i n d i n g s  in d u c e d  G o n s a lv e s  a n d  c o - w o rk e r s  t o  
s u g g e s t  th e  u s e  o f  b io c h e m ic a l  d i f f e r e n c e s ,  a l r e a d y  e x ­
t e n s i v e l y  u t i l i s e d  w i th  b a c t e r i a ,  f o r  ta x o n o m ic  p u r p o s e s  
a t  h i g h e r  p h y lo g e n e t i c  l e v e l s  (G o n s a lv e s  a n d  D e u ts c h ,  1 9 5 6  
G o n s a lv e s ,  1 9 5 6 ) .  G o n q a lv e s  a n d  V i e i r a  (1 9 5 6 )  a l s o  r e ­
c o g n is e d  th e  c r o t a m i n e - s e c r e t i n g  s p e c im e n s  a s  b e lo n g in g  t o  
a  s u b s p e c ie s  w h ic h  t h e y  d e n o m in a te d  C r n t a ln a  t e r r i f i c u s  
c r o t a m i n i c u s « B e s id e s  t h e i r  ta x o n o m ic  i m p l i c a t i o n s ,  s u c h  
f i n d i n g s  h av e  m e d ic a l  im p o r ta n c e ,  s i n c e  a n t i s e r a  p r e p a r e d  
w i th  venom  f ro m  r a t t l e s n a k e s  f ro m  n o r t h e r n  B r a s i l  d o  n o t  
p r e v e n t  d e a th  o f  a n im a l s  b i t t e n  b y  s n a k e s  f ro m  s o u th e r n  
B r a s i l .  A c c o r d in g ly ,  B r a s i l i a n  w o rk e r s  h av e  e m p h a s is e d  t h e  
n e c e s s i t y  o f  p r e p a r i n g  r e g i o n a l  t y p e s  o f  a n t i s e r a  (G o n s a lv e s  
a n d  V i e i r a ,  1 9 5 0 ) .
The im p o r ta n c e  o f  t h e  s tu d y  o f  sn a k e  venom s i s  r e ­
f l e c t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  d e v e lo p m e n ts :
(1 )  One o f  t h e  m a jo r  d e p a r tm e n ts  o f  t h e  B u ta n ta n
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I n s t i t u t e  o f  Serum  T h e ra p y  o f  S ao  P a u lo ,  B r a z i l ,  h a s  
s p e c i a l  b u i l d i n g s ,  r e s e a r c h  s t a f f  a n d  sn a k e  p a r k s  f o r  th e  
s t u d y  o f  t h e  b io lo g y  o f  t h e  S o u th  A m erican  p o is o n o u s  s n a k e s  
a s  w e l l  a s  t h e  p h y s i o l o g i c a l ,  b io c h e m ic a l  a n d  p h a r m a c o lo g i­
c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e i r  venom s a n d  th e  p r e p a r a t i o n  o f  a n t i ­
v en o m s. T h is  d e p a r tm e n t  h a s  b r o u g h t  i n t e r n a t i o n a l  fam e 
t o  t h e  i n s t i t u t i o n ,  s i n c e  m uch v a l u a b l e  r e s e a r c h  h a s  b e e n  
done i n  i t s  l a b o r a t o r i e s  ( D i tm a r s ,  1 9 4 6 ; P i c a d o ,  1 9 3 1 ; 
v £ q u e z , 1 9 3 5 ; B u c h e r l ,  1 9 6 1 ) .  To s u p p ly  t h e  dem and f o r  
venom , 7 3 ,0 0 0  s n a k e s  w ere  m ilk e d  a t  R oss A l l e n ’ s  R e p t i l e  
I n s t i t u t e  o f  S i l v e r  S p r i n g s ,  F l o r i d a ,  d u r in g  W orld  W ar I I .  
T h is  i n s t i t u t e  p r o c e s s e d  th e  venom  f o r  t h e  U n i te d  S t a t e s  
Armed F o rc e s  d u r in g  t h a t  t im e  ( P o l l a r d ,  1 9 5 6 ) .
(2 )  P o rg e s  (1 9 5 3 )  e s t i m a t e d  t h a t  m ore th a n  6 ,0 0 0  p a p e r s  
w ere  p u b l i s h e d  on  th e  s u b j e c t  o f  venom s u n t i l  1 9 5 2 . The 
i n t e r e s t  i n  t h i s  f i e l d  h a s  i n c r e a s e d  s i n c e  t h a t  t i m e .  From 
1 9 4 6  t o  1 9 5 4 t m ore t h a n  200 p u b l i c a t i o n s  a p p e a r e d  c o n c e r n ­
in g  r e s e a r c h  on  m e d ic a l  a s p e c t s  o f  venom s ( P o l l a r d ,  1 9 5 6 ) .
A b o o k  e n t i t l e d  D ie  B io ch em ie  d e r  t i e r i s c h e n  G i f t e  was 
w r i t t e n  b y  E r i c h  K a i s e r  a n d  H e r i b e r t  M ic h l (1 9 5 6 )  t o  r e ­
v ie w  t h e  b io c h e m ic a l  r e s e a r c h  on  a n im a l  v en o m s.
(3 )  An I n t e r n a t i o n a l  C o n fe re n c e  on  Venoms w as h e l d  i n  
1 9 5 4  a t  t h e  a n n u a l  m e e t in g  o f  t h e  A m eric an  A s s o c i a t i o n  f o r  
t h e  A dvancem en t o f  S c i e n c e ,  i n  B e r k e ly ,  C a l i f o r n i a .  S i x t y -  
tw o  p a p e r s  w ere  p r e s e n t e d  a t  t h a t  m e e t in g  b y  i n v e s t i g a t o r s  
f ro m  n i n e t e e n  c o u n t r i e s .  A p u b l i c a t i o n  e n t i t l e d  VENOMS
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( 1 9 5 6 ) ,  a n d  c o n t a i n i n g  t h e s e  p a p e r s ,  a p p e a r e d  i n  1956*
( 4 )  An I n t e r n a t i o n a l  S o c i e t y  o f  T o x in o lo g y  w as fo u n d e d  i n  
1961* The f i r s t  i s s u e  o f  TOXICON, t h e  o f f i c i a l  j o u r n a l  
o f  t h e  S o c i e t y ,  a p p e a r e d  i n  O c to b e r ,  1962*
I n t e r e s t  a n d  P u rp o s e s  o f  D i s s e r t a t i o n
My i n t e r e s t  i n  s n a k e  venom s b e g a n  i n  1 9 5 6 , w hen some 
p l a n t  e x t r a c t s  em p lo y ed  b y  n a t i v e s  t o  t r e a t  venom  i n t o x i ­
c a t i o n  w ere  s e n t  t o  t h e  l a b o r a t o r y  w h ere  I  w orked*  I n  t h e  
f o l l o w i n g  y e a r s ,  I  becam e a w a re  o f  t h e  m e d ic a l  p ro b le m  o f  
s n a k e  b i t e  i n  my c o u n t r y ,  C o s ta  R ica*  R e a d in g  o n  t h e  s u b ­
j e c t  o f  venom s d u r in g  my g r a d u a t e  s t u d i e s  i n  B io c h e m is t r y  
a t  L o u is ia n a  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  c o n v in c e d  me t h a t  m e d ic a l  
a n d  t o x i c o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  v en o m o lo g y  w ere  o n ly  p a r t  o f  
t h e  b r e a d t h  o f  t h e  f i e l d *
I  d e c id e d  t o  com pare  venom s o f  C o s ta  R ic a n  s n a k e s  on 
t h e  b a s i s  o f  t h e i r  c o m p o s i t io n  a n d  ensym e a c t i v i t i e s *  W ith  
t h e  e x c e p t i o n  o f  some w ork  p e r fo rm e d  b y  P ic a d o  (1 9 3 1 )  a n d  
V fq u e s  (1 9 3 5 ) o n  t h e  b io lo g y  o f  C o s ta  R ic a n  venom ous s n a k e s  
a n d  o n  t h e  t o x i c o l o g i c a l  a n d  im m u n o lo g ic a l  p r o p e r t i e s  o f  
t h e i r  v en o m s, t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  t h e s e  s e c r e t i o n s  r e m a in e d  
u n to u c h e d *  M o st o f  o u r  k n o w led g e  o f  p r o p e r t i e s  o f  venom s 
o f  c o r a l  s n a k e s ,  s e a  s n a k e s  a n d  t h e  fam o u s b u s h m a s te r ,  
s p e c i e s  a b u n d a n t  i n  C o s ta  R i c a ,  i s  d e r i v e d  f ro m  o b s e r v a ­
t i o n s  o f  r a r e  c a s e s  o f  s n a k e b i t e  ( R e id ,  1 9 5 6 ; H a l s t e a d ,  
1 9 5 9 ) .
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F o r  my M a s te r ’ s  d e g r e e ,  I  h ad  s t u d i e d  th e  venom  o f  
t h e  w e s te r n  d iam o n d b ack  r a t t l e s n a k e ,  C r o t a lu s  a t r o x  ( J im e n e z -  
P o r r a s ,  1 9 6 1 )  a n d  I  d e c id e d  t o  com pare t h e  venom  o f  t h a t  
s p e c i e s  w i t h  (3* d u r i s s u s  o f  C o s ta  R ica*  I  w as p a r t i c u l a r l y  
i n t e r e s t e d  i n  c o m p a r in g  a c t i o n s  o f  t h e  venom s on  b lo o d  
c l o t t i n g *  C o a g u la n t  a c t i v i t y  i s  a b s e n t  i n  C,* a t r o x .  b u t  
i s  p r e s e n t  i n  C* d u r i s s u s  venom* L ik e w is e  C* a t r o x  venom  
e x h i b i t s  g r e a t  h e m o ly t ic  a c t i v i t y ,  b u t  t h e  venom  o f  t h e  
C o s ta  R ic a n  r a t t l e s n a k e  h ad  b e e n  r e p o r t e d  a s  l a c k i n g  h em o ly ­
s i n s  ( P ic a d o ,  1 9 3 1 )#
E l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n a t i o n s  o f  venom s w ere  p la n n e d  
f o r  t h e  p u r p o s e s  o f  d e te r m in in g  t h e  t o x i c i t y  o f  d i f f e r e n t  
p r o t e i n s ,  a n d  f o r  c o m p a r in g  s i m i l a r i t i e s  an d  v a r i a t i o n s  
i n  p r o t e i n s  o f  a n im a l s  a t  s e v e r a l  ta x o n o m ic  l e v e l s *  R e s u l t s  
o b t a i n e d  b y  G o n s a lv e s  a n d  c o -w o rk e r s  o n  t h e  i n f l u e n c e  o f  
g e o g r a p h ic  d i s t r i b u t i o n  on  th e  c o m p o s i t io n  o f  venom , 
s t i m u l a t e d  th e  c a n d id a t e  t o  com pare venom  p r o t e i n s  o f  
i n d i v i d u a l s  o f  a  s p e c i e s  f ro m  t h e  same p o p u l a t i o n  a n d  f ro m  
p o p u l a t i o n s  o f  d i f f e r e n t  g e o g r a p h ic  a r e a s *
A lm o st a l l  i n v e s t i g a t o r s  t o  d a t e  h av e  em p lo y ed  d r i e d  
s a m p le s  o f  venom s f o r  t h e i r  r e s e a r c h  (J im e n e z - P o r r a s ,  1 9 6 1 )*  
I n  o r d e r  t o  p r e v e n t  a n y  a l t e r a t i o n  i n  venom  p r o t e i n s ,  t h i s  
w ork  w as p e r fo rm e d  w i th  f r e s h  m a t e r i a l  o r  s a m p le s  k e p t  
f r o z e n  s i n c e  t h e  a n im a ls  w ere  m ilk e d *
GEOGRAPHIC CONSIDERATIONS AND SOURCE OF ANIMALS
C o s ta  R ic a  i s  b o u n d ed  b y  N ic a r a g u a ,  Panam a a n d  t h e  
A t l a n t i c  a n d  P a c i f i c  o c e a n s *  I t s  a r e a ,  1 9 ,2 3 3  s q u a r e  m i l e s ,  
i s  a b o u t  t h e  s i s e  o f  V e s t  V i r g in ia *  A m o u n ta in  c h a in  b e g i n s  
n e a r  t h e  N ic a ra g u a n  b o r d e r  a n d  e x te n d s  a c r o s s  t h e  c e n t e r  o f  
t h e  c o u n t r y  t o  a n d  a c r o s s  t h e  P an am an ia n  b o r d e r  (F ig *  1  B ) .
The n o r t h e r n  a n d  c e n t r a l  p a r t  o f  t h e s e  m o u n ta in s  i s  c a l l e d  
t h e  C o r d i l l e r a  V o lc a n ic a .  N ine v o lc a n o e s ,  tw o a c t i v e  a t  
p r e s e n t ,  o c c u r  a lo n g  i t s  l e n g th *  The n o r t h e r n  s e c t i o n  o f  
t h e  C o r d i l l e r a  V o lc a n ic a  m a in t a in s  a n  a v e r a g e  e l e v a t i o n  o f  
a b o u t  3 ,3 0 0  f e e t *  A p a s s  i n  t h e  r e g i o n  o f  T i l a r a n ,  w h ere  
t h e  e l e v a t i o n  d ro p ?  t o  a ro u n d  1 ,5 0 0  f e e t ,  d i v i d e s  th e  
n o r t h e r n  s e c t i o n  f ro m  t h e  s o u th e r n  s e c t i o n *  The s o u th e r n  
s e c t i o n  h a s  a n  e l e v a t i o n  a b o v e  5 ,0 0 0  f e e t  w i t h  v o l c a n i c  
p e a k s  a s  h ig h  a s  9 ,1 0 0  a n d  1 1 ,3 0 0  f e e t *  The c e n t r a l  p l a ­
t e a u ,  w h ere  t h e  l a r g e s t  c i t i e s  a r e  f o u n d ,  l i e s  b e tw e e n  t h e  
C o r d i l l e r a  V o lc a n ic a  a n d  t h e  s o u th e r n - m o s t  c h a in  o f  m o u n ta in s ,  
t h e  C o r d i l l e r a  de  T a la m a n c a • T hese  m o u n ta in s  o f  i n t r u s i v e  
o r i g i n  r i s e  a b o v e  a n  a v e r a g e  e l e v a t i o n  o f  6 ,0 0 0  f e e t  t o  
p e a k s  r a n g in g  f ro m  1 0 ,2 0 0  t o  1 2 ,7 0 0  f e e t .  From  b o th  s i d e s  
o f  t h e  c e n t r a l  m o u n ta in  r i d g e ,  lo w la n d s  e x te n d  t o  t h e  o c e a n s *
F i g .  1
A . Z ones a n d  a r e a s  o f  C o s ta  
R ic a  t h a t  s u p p l i e d  venom ­
o u s  s n a k e s
G. P h y s i c a l  map ( f e e t  ab o v e  
s e a  l e v e l )
C . A v e ra g e  a n n u a l  te m p e ra ­
t u r e  ( d e g r e e s  F a h r e n h e i t )
D. A n n u a l r a i n f a l l
S .  C lim a te
(K S p e n 's  c l a s s i f i c a t i o n )
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g e o l o g i c a l  Z ones o f  C o s ta  R ic a
As t h e  r e s u l t  o f  i t s  v a r i e d  e l e v a t i o n s  a n d  l o c a t i o n  
i n  t r o p i c a l  l a t i t u d e s ,  C o s ta  R i c a ,  th o u g h  o f  s m a l l  a r e a ,  
i s  r e m a rk a b le  i n  i t s  v a r i e t y  o f  c l i m a t i c  r e g i o n s  a n d  h e n c e  
num ber o f  d i s t i n c t  e c o l o g i c a l  z o n e s  (F ig *  1 )*  On t h e  
e a s t e r n  s i d e  o f  t h e  c o n t i n e n t a l  d i v i d e ,  a n  A t l a n t i c  Z o n e , 
w h ic h  i n c l u d e s  t h e  c i t y  o f  P u e r to  L im on, i s  a  j u n g l e  r e g i o n  
o f  t r o p i c a l  r a i n f o r e s t  i n  w h ic h  a b u n d a n t  p r e c i p i t a t i o n  f a l l s  
i n  a l l  m o n th s o f  t h e  y e a r .  T h re e  z o n e s  may b e  d i s t i n g u i s h e d  
on  t h e  w e s t e r n  s i d e  o f  t h e  c o n t i n e n t a l  d iv id e *  A S o u th  
P a c i f i c  Z o n e , i n  t h e  r e g i o n  o f  G o l f i t o ,  i s  t r o p i c a l  r a i n ­
f o r e s t ,  b u t  i s  f r e e  o f  p r e c i p i t a t i o n  f ro m  J a n u a r y  th r o u g h  
A p r i l*  A N o rth  P a c i f i c  Z o n e , i n c l u d i n g  t h e  e n t i r e  p o l i t i c a l  
p r o v in c e  o f  G u a n a c a s te ,  h a s  t r o p i c a l  s a v a n n a  c l i m a t e  w i th  
s e a s o n a l  r a i n f a l l  f ro m  May th r o u g h  Novem ber* A C e n t r a l  
P a c i f i c  Zone h a s  a  s i m i l a r  s e a s o n  o f  r a i n f a l l  b u t  a  m ore 
te m p e r a te  c l im a te *  T h is  r e g i o n  i n c l u d e s  t h e  h e a v i l y  p o p u ­
l a t e d  c e n t r a l  p l a t e a u  ( T a y lo r ,  1 9 5 1 ; Q u irrfs-A m ad o r, 1 9 5 4 )*
C o s ta  R ic a n  S e r p e n t  F au n a
The C o s ta  R ic a n  s e r p e n t  f a u n a  i s  l a r g e  f o r  t h e  s i z e  
o f  t h e  c o u n t r y .  T a y lo r  (1 9 5 4 )  l i s t s  151  s p e c i e s  an d  s u b ­
s p e c i e s  a n d  a r r a n g e s  th e m  i n  56 g e n e r a ,  u n d e r  7  f a m i l i e s *  
Venomous s p e c i e s ,  w hose num ber i s  o v e r  a  d o z e n ,  a r e  fo u n d  
th r o u g h o u t  t h e  c o u n t r y ,  b u t  m a in ly  i n  e c o l o g i c a l  z o n e s  
h a v in g  t r o p i c a l  c l i m a t e s  ( P ic a d o ,  1 9 3 1 , v £ q u e z , 1 9 3 5 )*
i
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The a b u n d a n ce  o f  s p e c i e s  i n  C o s ta  R ic a  i s  due p a r t l y  
t o  th e  d iv e r s e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  to p o g ra p h y  an d  c l i m a t e ,  
b u t  a n o t h e r  f a c t o r ,  p r o b a b ly  o f  g r e a t  im p o r ta n c e ,  i s  th e  
u n iq u e  g e o l o g i c a l  h i s t o r y  o f  th e  r e g i o n .  G e o lo g i s t s  
(S c h u c h e r ,  1 9 3 5 ) b e l i e v e  t h a t  C o s ta  R ic a  h a s  b e e n  subm erged  
a t  l e a s t  t h r e e  t im e s  s in c e  t h e  P e n n s y lv a n ia n  P e r io d  o f  th e  
P a l e o z o i c .  The l a n d  b r id g e  b e tw e e n  N o rth  an d  S o u th  A m erica 
h a s  th u s  b e e n  i n t e r r u p t e d  an d  r e - e s t a b l i s h e d  s e v e r a l  t i m e s .
The p r e s e n t  l a n d  b r id g e  b e tw e e n  N o rth  an d  S o u th  A m erica  h a s  
b e e n  p r e s e n t  f o r  a p p r o x im a te ly  one m i l l i o n  y e a r s ,  s in c e  th e  
lo w e r  p l i o c e n e ,  a  r e l a t i v e l y  s h o r t  tim e  g e o l o g i c a l l y  ( P ig .  2 ) .  
T h is  e x p l a i n s  why C o s ta  R ic a  i s  in c lu d e d  w i th in  t h e  r a n g e  
o f  many S o u th  an d  N o rth  A m erican  a n im a ls  an d  l i e s  d i r e c t l y  
i n  t h e  p a th  o f  s p e c i e s  m ig r a t in g  n o r t h  o r  s o u th .
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M id d le  m lo een e  
( f i f t h  p h a s e )
U pper p l io c e n e  
a n d  p l e i s t o c e n e  
( s i x t h  p h a s e )
iliuli C a r ib b e a n  S ea  
P a c i f i c  O cean 
O th e r  s e a
F ig .  2 G e o lo g ic  e v o l u t io n  o f  C o s ta  R ic a ,  
a c c o r d in g  t o  8 e h u c h e r t .
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S o u rc e  Of A n im a ls
S n a k e s  w ere  o b t a i n e d  th r o u g h  th e  c o o p e r a t i o n  o f  many 
p e o p l e .  T r ip s  w ere  t a k e n  a b o u t  C o s ta  R ic a  t o  d i s t r i b u t e  
i n f o r m a t i o n  on  venom ous s n a k e s ,  a n d  t o  a s k  f o r  h e lp  i n  o b ­
t a i n i n g  th em  f ro m  c o u n t r y  p e o p l e .  L e a th e r  l a c e s  t o  c a t c h  
a n d  h a n d le  t h e s e  a n i m a l s ,  a s  w e l l  a s  s h ip p in g  c o n t a i n e r s  
w e re  g iv e n  t o  m any p e o p l e .  C o o p e r a t io n  w as v e r y  g r a t i f y i n g .  
Many s n a k e s  w ere  s e n t  t o  t h e  S c h o o l  o f  M e d ic in e  b y  b u s ,  
t r a i n  a n d  e v e n  a i r p l a n e s .  To a i d  i n  o b t a i n i n g  a n i m a l s ,  
t h e  f o l l o w in g  c i r c u l a r  l e t t e r  w as d i s t r i b u t e d  t o  g o v e rn m e n t 
o f f i c e r s ,  t e a c h e r s  a n d  f r i e n d s  t h r o u g h o u t  C o s ta  R ic a :
CIRCULAR LETTER
C iu d ad  U n i v e r s i t a r l a  
6  de d ic ie m b r e  1961
S en  o r
Muy e s t im a d o  s e n o r :
E s to y  i n t e r e s a d o  e n  o b t e n e r  e j e m p l a r e s  
v iv o s  de l a s  s i g u i e n t e s  s e r p i e n t e s  v e n e n o s a s  
de C o s ta  R ic a :
TERCIOPSLO ( ta m b ie n  l la m a d a  r a b o  a m a r i l l o ,  
to b o b a  g a t a ,  to b o b a  t i z n a d a ,  e t c . )
CA3CABELA
CA3CABELA MUDA
MANO DE PIEDRA
CORALES VENENOSAS
50CARACA y  OROPEL
M i p r o p o s i t o  e s  h a c e r  u n  e s t u d i o  b io q u im ic o
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c o m p a ra tiv e )  de l o s  v e n e n o s  y  LLEGAR A PREPARAR 
EN EL FUTURO 3UER0 CONTRA T0DA3 LAS ESPECIE3 
VENENOSAS DE SERPIENT5S COSTARRICENSES. A c t u a l -  
m e n te , como Ud• s a b e ,  e l  l la m a d o  s u e r o  p o l i v a l e n t e  
p r o t e g e  u n ic a ra e n te  c o n t r a  m oT dedura de t e r c i o p e l o  
y  c a s c a b e l a .
S o l i c i t o  p o r  e s t e  m ed io  s u  c o l a b o r a c i o n ,  que 
yo c o n s id e r o  muy v a l i o s a ,  p a r a  que h a g a  s a b e r  a  
p e r s o n a s  d e  s u  l o c a l i d a d  que n e c e s i ta m o s  s e r -  
p i e n t e s  v e n e n o s a s  v i v a s  e n  e s t a  E s c u e la  de M e d i-  
c i n a .
ESPECIAIJTEN TE ESTOY INTERESADO EN 03TENER DE 
LA REGION DONDE UD. VIVE, BJS4PIARES DE:
Me p ro p o n g o  v i s i t a r  d e n t r o  de p o c o  t ie m p o  
l o s  l u g a r e s  d onde s e  l o c a l i z a n  l a s  s e r p i e n t e s  
en  que e s t o y  i n t e r e s a d o  y  d e j a r  u n o s  c u a n to s  l a z o s  
de c u e r o  c o r r e d i z o s  p a r a  d i s m i n u i r  e l  p e l i g r o  
d e l  m an e jo  de l o s  a n i m a l e s .
P o r  e j e m p l a r e s  p e q u e n o s  y  r e l a t i v a m e n t e  a b u n -  
d a n t e s  pagam os de 1 0  a  20 c o l o n e s .  P o r  e j e m p l a r e s  
g r a n d e s  o v a l i o s o s  p o r  s e r  e s c a s o s  o de  d i s t r i -  
b u c io n  g e o g r ^ f i c a  l i m i t a d a ,  podem os p a g a r  25 
c o lo n e s  o m £s.
En e l  c a s o  e s p e c i a l  de l a  C a s c a b e la  m uda. 
que no  e x i s t s  e n  e l  c e n t r o  d e l  p a i s ,  e l  p r e c i o  s e r ^  
m ayor ( h a s t a  50 c o l o n e s ) .  C o n v ien e  i n s i s t i r  a n t e  
l a s  p e r s o n a s  que p u e d e n  e n c o n t r a r  e s o s  a n i m a l e s ,  
que mas que e l  d in e r o  que p u e d e n  r e c i b i r ,  t i e n e  
v a l o r  l a  a y u d a  que p r e s t e n  p a r a  que e n  e l  f u t u r o  
no  m uera n i  u n a  s o l a  p e r s o n a  p o r  m o rd e d u ra  de 
s e r p i e n t e s  v e n e n o s a s  de C o s ta  R i c a .  En o fcras 
p a l a b r a s .  c u a l q u i e r  a y u d a  que s e  n o s  p r e s t e  a h o r a ,  
r e s u l t a r a  e n  b e n e f l c i o  de l a s  m ism as p e r s o n a s  que 
e o o p e r e n .  C u a n to  m e jo r  co n o zcam o s e l  v e n e n o , 
mas m e d io s  te n d re m o s  de t r a t a r  a  l a s  p e r s o n a s  
m o rd id a s  cu a n d o  l l e g u e n  a l  h o s p i t a l .
C a r re  p o r  m i ? u e n ta  e l  c o s t o  de e n v f o  d e l  
a n im a l  cu a n d o  s e  t r a t e  de  u n  l u g a r  l e j a n o  de S an  
J o s d ',  y a  s e a  p o r  a v io n  u  o t r o  m ed io  de t r a n s p o r t © ,  
p a r a  l o  c u a l  s u g i e r o  u n  ca fjo n  de m ad e ra  c o n  r e n -  
d i j a s  d e  ta m a$ o  p r u d e n te  p a r a  l a  v e n t i l a c i o n .
L os e n v io s  d e b e n  d i r i g i r s e  a ;
P r o f .  JESUS M. JIMENEZ PORRAS,
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D i r e c t o r  C ^ te d ra  d e  B io q u fm ic a  
E s c u e la  de  M e d ic in a .
U n lv e r s id a d  de C o s ta  H ica  
C u id a d  U n i v e r s i t a r i a  
S an  P e d r o ,  M o n te s  de O ca .
ES MUY IMPORTANTB QUE SE INDIQUE EL LUGAR 
EXACTO ( c a n to n  y  d i s t r i t o )  d onde s e  c a p tu re ?  e l  
a n im a l y  que s e  s ig a n  l a s  s i g u i e n t e s  i n s t r u e -  
c l o n e s :  A n im a le s  g r a n d e s  d e b e n  i n t r o d u c i r s e
d e n t r o  de u n  s a c o  de m a n ta  o de g u ^ n g o c h e , que 
s e  a m a r ra  a r r i b a  co n  u n  m a n l la  o canam o y  lu e g o  
s e  p o n e  e n  u n a  c a j a  d e  m a d e ra  o de c a r t o n ,  con  
h u e c o s  o r e n d i j a s  p a r a  v e n t i l a c i £ n .
A n im a le s  p e q u e n o s  p u e d e n  p o n e r s e  e n  un  
f r a s c o  de v i d r i o  o  e n  t a r r o  de l a t a ,  que te n g a  
a g u j e r o s  e n  l a  t a p a .  P o n e r  e n  l a  c a .la  o f r a s c o : 
3BHPIENTE VBNENOSA v  e l  nom bre t  d l r e c c T d n a r r l b a  
i n d l e a d o s ,  Ho e s  n e c e s a r l o  o o n e r l e s  nafle* de' 
com er ▼ e n  e l  s a c o  o f r a s c o  p u e d e n  o e rm a n e c e r
H lB tB U Q g.
  __ s a c o  o  e c h a n d o  a g u a  e n  e J  i ' r a s c o r""
!P e 3 a r la s  en l u g a r  <ie sombra. Ho exponerlas 
a l  sol n i  a temoeraturas altas ni aunaurant* a l  
traiwpftrte. pubs son muy sensible s. a  l a  des&I^ 
dratacidn r c a l o r  exceslvo. Ademas. cuando"se 
e n v ie  d e s d e  l e j o s  e l  a n im a l  y  n o  v e n g a  acom panado  
p o r  l a  p e r s o n a ,  s e  p u e d e  p e d i r  a l  c h o f e r  o c o b r a -  
d o r  d e l  v e h £ c u lo  que d e p o s i t s  l a  c a i a  e n  c u a l -  
q u i e r a  de  l a s  p u e r t a s  d e l  H o s p i t a l  S an  J u a n  de 
D io s ,  cu a n d o  s e a  d e l  to d o  im p o s ib le  v e n i r  a  l a  
C u id ad  U n i v e r s i t a r i a .
E l  d i n e r o  s e r a '  e n v la d o  a p e n a a  s e  r e c i b a  e l  
a n im a l ,  SIB4PRE QUE SEA VENEN030. (IA S SERPIENTES 
VENENOSAS DE COSTA RICA. 
flflHAIW T LAE SEHPJ
TRlURjUULft BTOB EL gj g  T .___——  -_________
■ug aiBW  pabi Di gn re p im M  n  cflB  Bg*WBn.
i  l a  p e r s o n a  t r a e  e l  a n im a l ,  s e  l e  p a g a  a l  
e n t r e g a r l o .
1
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En e s p e r a  d e  xque Ud. s e  s i r v a  p r e s t a r  l a  
v a l i o s a  c o o p e r a c io n  que l e  s o l i c i t o ,  me s u s c r l b o  
s u  a t e n t o  s e r v i d o r ,
P r o f ,  J e s u s  JA m enes P o r r a s  
D i r e c t o r  C a te d r a  d e  B io q u im ic a  
E s c u e la  de  M e d ic in a
METHODS
S n a k e s  w e re  h o u se d  i n  a n  e s p e c i a l l y  d e s ig n e d  s e r p e n -  
t a r iu m  i n  t h e  a n im a l  h o u se  oT t h e  U n i v e r s i t y  o f  C o s ta  R ic a  
S c h o o l o f  M e d ic in e *  L a rg e  f e r - d e - l a n c e s ,  r a t t l e s n a k e s  an d  
b u s h m a s te r s  w e re  m a in ta in e d  i n  p i t s  w hose f l o o r s  w e re  c o v e re d  
w i th  d i r t  a n d  s to n e *  S m a l l e r  s n a k e s  w ere  k e p t  i n  w i r e  c a g e s  
on w ooden f l o o r s *  L i g h t  a n d  t e m p e r a tu r e  w ere  n o t  c o n t r o l l e d *  
A c a t a l o g  num ber w as a s s i g n e d  t o  e a c h  a n im a l  a n d  i t s  i d e n t i ­
t y ,  l o c a l i t y  o f  c a p t u r e ,  w e ig h t ,  l e n g t h ,  an d  d a t e s  o f  a r ­
r i v a l ,  m i l k i n g ,  f e e d i n g ,  e t c *  w ere  r e c o r d e d *  R e c o rd s  w ere  
k e p t  o f  d a t e s  o f  b i r t h  a n d  i d e n t i t y  o f  t h e  m o th e r ,  when 
p o s s i b l e ,  o f  s n a k e s  b o r n  i n  t h e  s e r p e n ta r iu m *
Venom w as c o l l e c t e d  w i t h i n  3 - 4  d a y s  a f t e r  s p e c im e n s  
w ere  r e c e iv e d *  They w e re  f e d  a f t e r  t h e  f i r s t  m i l k i n g .  W ith  
t h e  e x c e p t i o n  o f  some s p e c im e n s  o f  B o th ro p s  a t r o x .  B* 
a c h l e g e l i .  B . m  a n d  C ro  t a l u s  d u r i s s u s .  m o s t a n im a l s
r e f u s e d  t o  k i l l  a n d  e a t  w h i te  m ic e ,  h a m s te r s  a n d  o t h e r  s m a l l  
a n im a ls  p l a c e d  i n  t h e i r  p i t s  o r  c a g e s*  F o r  t h i s  r e a s o n ,  s u c h  
a n im a ls  w ere  f o r c e - f e d *  S p e c im e n s  o f  B* a n d  new ­
b o r n  r a t t l e s n a k e s  a t e  m ice  v e r y  v o r a c i o u s ly *  M ilk in g  a n d  
f e e d i n g  o f  e a c h  a n im a l  w e re  u s u a l l y  r e p e a t e d  m o n th ly *
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A p p en d ix  I  su m m a rise s  d a t a  on s l s e  a n d  venom y i e l d s  o f  
t h e  a n im a l s .
M ilk in g  P ro c e d u re
S n ak es  w ere a l lo w e d  t o  s t r i k e  th r o u g h  a  r u b b e r  mem­
b ra n e  s t r e t c h e d  a c r o s s  t h e  m outh  o f  a n  e lo n g a te d  w in e - g la s s  
( J im e 'n e z -P o r r a s ,  1 9 6 1 ) .  As f a n g s  p e n e t r a t e d  t h e  m em brane,  
t h e  sn a k e  e j e c t e d  i t s  venom  I n t o  t h e  g l a s s .  I n  m ost c a s e s ,  
venom g la n d s  w ere  m assag ed  t o  o b t a in  a d d i t i o n a l  venom ( P l a t e  
I ) .  Venom c o u ld  b e  c o l l e c t e d  fro m  new born  sp e c im e n s  o f  
13. Tum wiifara a n d  C . d u r i s s u s  a s  e a r l y  a s  a  few  d ay s  a f t e r  
b i r t h .  Venom w as a n a ly z e d  i n  th e  f r e s h  s t a t e ,  a s  q u ic k ly  
a s  p o s s i b l e  a f t e r  m i l k in g .  T h a t n o t  u s e d  im m e d ia te ly  was 
s t o r e d  i n  a  d eep  f r e e z e .
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P l a t e  I .  M ilk in g  P ro c e d u re
34
A n a l y t i c a l  M eth o d s
F o r  t h e  m o s t p a r t ,  m e th o d s  m ere i d e n t i c a l  t o  th o s e  
u t i l i s e d  i n  w ork  w i th  (3. a t r o x  venom , d u r in g  my M a s te r s  
r e s e a r c h .  To m e a su re  s o l i d  c o n t e n t ,  known v o lu m e s  o f  venom 
( 0 .0 5 - 0 .2 0  m l)  w ere  d r i e d  t o  c o n s t a n t  w e ig h t  o v e r  c a lc iu m  
c h l o r i d e  i n  v a c u o .  T o ta l  p r o t e i n  w as e s t i m a t e d  b y  m eans 
o f  t h e  b i u r e t  m e th o d  o f  R e in h o ld  (1 9 5 3 )•
Bnzvme A s s a y s
T r y p t i c ,  p e p t i c  a n d  c a t h e p t i c  a c t i v i t i e s  w ere  a s s a y e d  
u p o n  a n  u r e a  d e n a tu r e d  h e m o g lo b in  s u b s t r a t e  b u f f e r e d  a t  
e i t h e r  pH 1 . 6 ,  3 .7  o r  3 .5  (A n so n , 1 9 3 9 ; G rasam anaand  Han­
n i n g ,  1 9 5 4 ) •  R e n n in , c h y m o try p s in  a n d  p a p a in  w ere  a s s a y e d  
b y  m eans o f  t h e i r  a c t i o n  upon  m i lk  a t  d i f f e r e n t  pHs (Sum ner 
a iid  S o m ers , 1 9 4 7 ) .  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  w as d e t e r ­
m in ed  b y  a  m a n o m e tr ic  t e c h n iq u e  ( R a t n e r ,  1 9 5 5 ) ;  L - l e u c i n e  
w as u t i l i z e d  a s  s u b s t r a t e  a n d  th e  g a s  s p a c e  o f  th e  W arbu rg  
c u p s  w as f i l l e d  w i th  o x y g e n . A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  w as 
a s s a y e d  e i t h e r  m a n o m e t r ic a l ly  ( A u g u s t in s s o n ,  1 9 5 7 )  o r  
c o l o r i m e t r i c a l l j  (G o m o ri, 1 9 5 3 )*  A l l  s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e s  
w e re  d e te r m in e d  c o l o r i m e t r i c a l l y  ( H u r s t ,  1 9 5 1 ; T a b o rd a , e t  
a l . ,  1 9 5 2 a , b ;  H ep e l a n d  H ilm o e , 1 9 5 5 )*  A m ethod  b a s e d  
upon  t h e  h y d r o l y s i s  o f  c a lc iu m  b i s  ( p - n i t r o p h e n y l )  p h o s ­
p h a t e  w as u t i l i s e d  t o  d e te r m in e  u n s p e c i f i c  p h o s p h o d ie s t e r a s e  
( S in s h e im e r  a n d  K o e r a e r ,  1 9 5 2 ) ;  h y d r o l y s i s  w as s to p p e d  b y  
a d d i t i o n  o f  NaOH (T an g , e t  a l . ,  1 9 5 # ) •  A c id  a n d  a l k a l i n e
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u n s p e c i f i c  p h o s p h o m o n o e s te ra s e s  w ere  a s s a y e d  b y  th e  n e t  hod 
o f  S h in o w a ra ,  e t  a l *  ( 1 9 4 2 ) .  I n d i r e c t  h e m o ly s in  (p h o s p h a -  
t i d a s e  A) m as a s s a y e d  b y  t h e  t e c h n iq u e  o f  T a n g , e t  a l *
(1 9 5 4 ) s u b s t i t u t i n g  human f o r  r a b b i t  e r y t h r o c y t e s *  R e s u l t s  
m ere e x p r e s s e d  a s  th e  d i l u t i o n  o f  venom  p r o d u c in g  f i f t y  
p e r  c e n t  h e m o ly s is  ( S t e i n  a n d  T an  H gu, 1 9 5 0 ; J im e n e s -  
P o r r a s ,  1 9 6 1 )*  D i r e c t  h e m o ly s is  mas a s s a y e d  b y  th e  same 
m e th o d , e x c lu d in g  l e c i t h i n  f ro m  t h e  r e a c t i o n  m ix tu re *  The 
v i s c o s i m e t r i c  m e th o d  o f  Sm yer a n d  ^ m e n s  (1 9 4 7 )  mas u s e d  
t o  e s t i m a t e  h y a l u r o n i d a s e ; i n c u b a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n  m ix ­
t u r e s  a s  me11 a s  d e t e r m in a t i o n  o f  f lo w  t im e s  m ere  a t  3 7 °C ; 
C a ta l a s e  m as a s s a y e d  b y  t h e  m e th o d  o f  G agnon (1 9 5 9 )*  Sodium  
a n d  p o ta s s iu m  m ere  d e te r m in e d  b y  f la m e  p h o to m e tr y ,  u s i n g  
a  l i t h i u m  i n t e r n a l  s t a n d a r d .  C h lo r id e  m as m e a su re d  b y  t h e  
m eth o d  o f  S c h a le s  a n d  S c h a l e s  (1 9 4 1 )*  O sm o tic  p r e s s u r e  
m as d e te r m in e d  on  0*2 m l s a m p le s  o f  venom , u s in g  a  P i s k e  
osm om eter*  pH v a l u e s  w ere  o b t a i n e d  w i th  a  Beckman pH m e te r  
a n d  a  c u p - ty p e  g l a s s  e l e c t r o d e *
A ssa y  o f  E f f e c t s  on  t h e  C l o t t i n g  P r o c e s s
The e f f e c t s  o f  venom s o r  venom  f r a c t i o n s  on  t h e  b lo o d  
c l o t t i n g  i n  v i t r o  m ere a n a ly s e d  a s  f o l l o w s ;
a*  To d e t e c t  c l o t  p ro m o tin g  o r  i n h i b i t o r y  e f f e c t s ,  a  
r e a c t i o n  m ix tu r e  c o n t a i n i n g  o x a l a t e d  human p la s m a  p l u s  c a l ­
c ium  io n s  mas u s e d ,  a c c o r d in g  t o  a  t e c h n iq u e  d e v e lo p e d  b y  
G r a s s e t  a n d  c o w o rk e rs  (1 9 5 6 )*
b* When venom  h ad  a n  a c c e l e r a t i n g  a c t i o n  o n  b lo o d
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c l o t t i n g ,  i t s  a b i l i t y  t o  c o n v e r t  f i b r i n o g e n  i n t o  f i b r i n  
w as t e s t e d  b y  m eans o f  a  p r o c e d u r e  d e v e lo p e d  b y  G r a s s e t  
a n d  S c h w a r ts  (1 9 5 5 )*  The c l o t t a b i l i t y  o f  f i b r i n o g e n  em­
p lo y e d  w as a lw a y s  c h e c k e d  b y  a d d in g  th ro m b in  t o  a  s o l u t i o n  
o f  t h e  p r o t e i n  i n  s a l i n e .
c .  To d e t e c t  a b i l i t y  o f  venom  t o  c o n v e r t  p ro th ro m b in  
i n t o  th r o m b in ,  0 .2  m l o f  p ro th ro m b in  s o l u t i o n ,  0 .2  m l o f  
s a l i n e  a n d  0 .1  m l o f  a  d i l u t i o n  o f  venom  w ere  a d d e d  t o  a  
t e s t  tu b e  a n d  in c u b a te d  a t  37°C  f o r  15  m in u t e s .  Then 0 .3  
m l o f  0 .5 #  s o l u t i o n  o f  f i b r i n o g e n  w as a d d e d  a n d  th e  t im e  
r e q u i r e d  f o r  a  c l o t  t o  fo rm  w as n o t e d .  T h is  t im e  w as com­
p a r e d  w i th  t h a t  o f  a  r e a c t i o n  m ix tu re  c o n t a i n i n g  0 .1  m l o f  
venom , 0 .4  ml o f  s a l i n e  a n d  0 .3  m l o f  f i b r i n o g e n .  R e q u ir e ­
m en t f o r  c a lc iu m  io n s  w as c h e c k e d  b y  s u b s t i t u t i n g  0 .2  ml
o f  1 .2 5 #  C aC lg  s o l u t i o n  f o r  s a l i n e  i n  t h e  f i r s t  r e a c t i o n  
m ix t u r e .  P ro th ro m b in  p r e p a r a t i o n s  w ere  c h e c k e d  f o r  th ro m ­
b i n  p r i o r  t o  t h i s  t e s t .
d .  F i b r i n o l y t i c  a c t i v i t y  w as d e t e c t e d  b y  n o t in g  th e  
t im e  n e c e s s a r y  f o r  c l o t s  t o  l i q u i f y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
d i l u t i o n s  o f  venom o r  venom  f r a c t i o n s .  C l o t s  w ere  fo rm e d  
f ro m  (1 )  m ix tu r e s  o f  th ro m b in  a n d  f i b r i n o g e n  (2 )  o x a l a t e d  
p la s m a  a n d  c a lc iu m  c h l o r i d e  (3 )  p la s m a  a n d  venom  sa m p le s  
o r  (4 )  f i b r i n o g e n  a n d  venom s a m p le s .
The p r o th ro m b in  w as i s o l a t e d  a s  n e e d e d  f ro m  f r e s h
4
o x a l a t e d  human p la sm a  b y  a d s o r p t i o n  on  b a r iu m  s u l f a t e  
(S u rg e n o r  a n d  N o e r ik e n ,  1 9 5 2 ) .  The a c t i v i t y  o f  e a c h  p r e ­
p a r a t i o n  w as c h e c k e d  b y  n o t i n g  th e  t im e  r e q u i r e d  f o r  a  c l o t
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t o  fo rm  when 0 .2  m l o f . t h e  p r o th r o m b in  p r e p a r a t i o n  w as i n ­
c u b a te d  w i th  0*2 m l o f  p r o t h r o m b i n - f r e e  p la s m a ,  0*1 ml o f  
s a l i n e  s o l u t i o n ,  0 .1  m l o f  t h r o m b o p la s t i n  a n d  0*2  ml o f  
C aC l2 * B o v in e  f i b r i n o g e n  a n d  b o v in e  th ro m b in  u s e d  w ere  o b ­
t a i n e d  c o m m e rc ia lly *
3 t a r c h - g e l  E l e c t r o p h o r e s i s
S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w as p e r fo rm e d  b y  m e th o d s  
d e v e lo p e d  b y  S m i th i e s  (1 9 5 9 a , b )  w i th  m in o r  m o d i f i c a t i o n s  
i n t r o d u c e d  b y  D e s s a u e r ,  e t  a l *  (1 9 6 2 )*  S p e c i a l  t r a y s  44  
cm lo n g  an d  16*5  cm w id e  w ere  u s e d  i n  a  v e r t i c a l  p o s i t i o n *
The b o r a t e  b u f f e r  u t i l i s e d  f o r  p r e p a r i n g  th e  g e l  a s  w e l l  
a s  t h e  b r i d g e  s o l u t i o n  a n d  t h e  s t a i n i n g  t e c h n iq u e s  w ere  
th o s e  s u g g e s te d  b y  S m i th i e s  f o r  r o u t i n e  s t u d i e s  o f  se ru m  
p r o t e i n s *  A c u r r e n t  o f  15  mA a t  a  p o t e n t i a l  d i f f e r e n c e  o f  
1 5 0 -1 6 0  v o l t s  d u r in g  I S - 24 h o u r s  w as u se d *  S L e c tro p h e ro g ra m s  
w ere  s t a i n e d  f o r  p r o t e i n  w i t h  a m id o sc h w a rtz *  B ands p r e ­
s e n t  on  s t a i n e d  g e l s  w ere  i d e n t i f i e d  b y  a  l e t t e r ,  C i f  
c a th o d a l  a n d  A i f  a n o d a l ,  a n d  a  num ber* The h i g h e r  t h e  
n u m b e r, t h e  f u r t h e r  t h e  b o n d  fro m  t h e  o r i g in *  E l e c t r o ­
p h o r e t i c  c u r v e s  w ere  o b t a i n e d  b y  m eans o f  a  d e n s i to m e te r  
w i th  a  4 8 5  mu f i l t e r  a t  a  c h a r t  v e l o c i t y  o f  one i n c h  p e r  
m in u te  *
To d e te r m in e  th e  enzym e a c t i v i t i e s  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  
f r a c t i o n s ,  p r o t e i n s  w ere  e l u t e d  f ro m  s e c t i o n s  o f  t h e  g e l  
a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s *  S t a i n e d  g e l s ,  a f t e r  c o r r e c t i n g  
f o r  s h r in k a g e  d u r in g  s t a i n i n g ,  w ere  u s e d  a s  r e f e r e n c e s  t o
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l o c a t e  th e  p o s i t i o n  o f  f r a c t i o n s  on  th e  u n s t a in e d  g e l s *
The p r o t e i n s  i n  s o l u t i o n  i n  b u f f e r  w ere  s q u e e z e d  f ro m  th e  
s t a r c h  m a t r i x  a f t e r  d e s t r o y i n g  th e  g e l  s t r u c t u r e  b y  a l t e r ­
n a t e  f r e e z i n g  a n d  th a w in g *  When n e c e s s a r y ,  venom f r a c t i o n s  
w ere  c o n c e n t r a t e d  a n d  f r e e d  f ro m  b u f f e r  b y  m eans o f  u l t r a ­
f i l t r a t i o n  th r o u g h  a  c o l l o d i o n  f i l t e r *  P r o t e i n  c o n t e n t  i n  
f r a c t i o n s  w as e s t i m a t e d  b y  m eans o f  a  s p o t  t e s t ,  u s in g  
b ro m p h e n o l b lu e *  The sam e t e c h n iq u e s  em p lo y ed  w i t h  u n ­
f r a c t i o n a t e d  venom s w ere  u s e d  t o  i d e n t i f y  enzym e a c t i v i t i e s  
o f  t h e  f r a c t i o n s *  The b r i g h t  y e l lo w  c o l o r  o f  L -am in o  a c i d  
d e h y d ro g e n a s e  a l s o  s e r v e d  t o  l o c a l i z e  t h i s  enzym e* The 
p o s i t i o n  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n s  w i th  t r y p s i n  a c t i v i t y  
w as d e t e c t e d  o n  i n t a c t  g e l s  b y  th e  y e l lo w  c o l o r  fo rm e d  when 
th e  g e l  w as i n c u b a te d  i n  a  s y n t h e t i c  t r y p s i n  s u b s t r a t e ,  
b e n z o y l  D L -a rg in in e  p - n i t r o - a n i l i d e  ( E r l a n g e r ,  e t  a l * ,  1 9 6 1 )*  
T o x i c i t y  o f  f r a c t i o n s  w as d e te r m in e d  b y  i n t r a p e r i t o n e a l  
i n j e c t i o n  o f  1 m l a l i q u o t s  o f  known p r o t e i n  c o n t e n t  i n t o  
a d u l t  w h i te  m ice*
THE VSR DE LANCE
An o u t s t a n d i n g  f e a t u r e  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  p i t  
v i p e r s  i n  t h e  New V o r ld  i s  t h e  p r e s e n c e  o f  r a t t l e s n a k e s  
i n  N o r th  A m erica  a n d  t h e i r  s u b s t i t u t i o n  b y  l a n c e - h e a d  p i t  
v i p e r s  i n  C e n t r a l  a n d  S o u th  A m e r ic a . W h ile  t h e r e  a r e  no  
l a n c e - h e a d  s n a k e s  i n  t h e  U n ite d  S t a t e s ,  t h i s  c o u n t r y  i s  t h e  
home o f  m ore th a n  t h i r t y  s p e c i e s  o f  C r o t a l u s .  M ost C e n t r a l  
a n d  S o u th  A m e ric a n  v i p e r s  a r e  l a n c e - h e a d s  ( B o th r o o s ) •  
A p p ro x im a te ly  3 d o se n  s p e c i e s  o f  B o th ro n s  a r e  r e c o g n i s e d  
( D i tm a r s ,  1 9 4 6 ) ;  a t  l e a s t  n in e  s p e c i e s  a r e  fo u n d  i n  C o s ta  
R ic a  ( P ic a d o ,  1 9 3 1 ) .
B o th ro p s  a t r o x .  t h e  f e r - d e - l a n c e ,  i s  r e p r e s e n t a t i v e  
o f  i t s  g e n u s  i n  t h e  A m eric an  t r o p i c s .  I t  i s  t h e  m o st a b u n ­
d a n t  a n d  w id e ly  d i s t r i b u t e d  sn a k e  i n  t h e  New W o rld . F e r -  
d e - l a n c e  i s  a  C r e o le - F r e n c h  name t h a t  r e f e r s  t o  t h e  l a n c e ­
s h a p e d  h e a d  o f  t h e  a n i m a l .  U s u a l ly  t h e s e  s n a k e s  a r e  s l e n ­
d e r ,  w i th  a  maximum l e n g t h  o f  a b o u t  . 2 m . The s p e c i e s  h a s  
p r o b a b ly  a t t a i n e d  t h e  h i g h e s t  d e v e lo p m e n t a n d  e f f i c i e n c y  
i n  t h e  i n j e c t i n g  a p p a r a t u s  am ong s n a k e s  th r o u g h o u t  t h e  
w o r ld .  L e n g th  o f  t h e  f a n g s  u s u a l l y  e x c e e d s  one i n c h .  The 
c o l o r  p a t t e r n  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  a  g r a y  o r  g r e e n i s h - g r a y
39
40
b a c k g ro u n d  w i th  d a r k e r  p a l e - e d g e d  t r i a n g l e s ,  t h e  a p e x  o f  
t h e s e  e x t e n d in g  t o  t h e  c e n t e r  o f  t h e  b a c k  ( P l a t e  I I ) •  T h e re  
i s  c o n s i d e r a b l e  v a r i a t i o n  i n  h u e .  Some s p e c im e n s  f ro m  th e  
A t l a n t i c  Zone o f  C o s ta  R ic a  a r e  s t o u t  a n d  e x h i b i t  a  b l a c k  
p a t t e r n *  ( P l a t e  I I I } *
One h u n d re d  an d  s i x t e e n  i n d i v i d u a l s  (A p p en d ix  I )  w ere  
s tu d i e d *  T hese w ere  o b t a i n e d  f ro m  many a r e a s  o f  a l l  e c o l o ­
g i c a l  z o n e s  o f  C o s ta  R ic a  (F ig *  3 ) .
P l a t e  XI* M o st co o a o n  c o l o r  
p a t t e r n  o f  B o th ro o a  a t r o x *
••
P l a t e  I I I *  B la c k  v a r i a n t  o f  t h e  
f e r - d e - l a n c e ,  fo u n d  o n ly  i n  t h e  
A t l a n t i c  z o n e •
P ig *  3* G e o g ra p h ic  d i s t r i b u t i o n  o f  
s p e c im e n s  o f  B o th ro p s  a tro a c  s t u d i e d
43
Venom o f  t h e  f e r - d e - l a n c e
Venom m as b r i g h t  y e l lo m  an d  v e r y  v i s c o u s *  T h is  s p e c i e s  
p ro d u c e d  l a r g e r  a m o u n ts  o f  venom  th a n  a n y  o t h e r  s p e c i e s  
s t u d i e d ,  i n c l u d i n g  t h e  much h e a v i e r  r a t t l e s n a k e s  an d  b u s h -  
m a s te r s  (A p p e n d ix  I ) *  Many f e r - d e - l a n c e s  e j e c t e d  m ore 
th a n  2 m l p e r  m ilk in g *  One s p e c im e n  f ro m  t h e  A t l a n t i c  Zone 
g a v e  6*2 m l ( 1 ,3 0 0  mg o f  d r i e d  v en o m ), a  vo lum e g r e a t e r  
t h a n  a n y  r e c o r d e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  ( P o r g e s ,  1 9 5 3 ; M in to n ,
1 9 5 7 ) •
G ro ss  C o m p o s itio n  o f  Venom
An a v e r a g e  o f  29£  o f  t h e  venom  i s  s o l i d *  M o st o f  th e  
s o l i d ,  a n  a v e r a g e  o f  &3£, i s  p r o t e i n *  The p e r c e n ta g e  o f  
t h e  s o l i d  due  t o  p r o t e i n  mas r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  (A p p en d ix  I I ) *
Venom h a s  a n  a c i d  r e a c t i o n  m h ich  v a r i e s  l i t t l e  f ro m  i t s  
a v e r a g e  pH o f  5*3* The o s m o t ic  p r e s s u r e  o f  339  mOsm/L i s  
a b o u t  e q u a l  t h a t  o f  sn a k e  b lo o d  ( O e s s a u e r ,  p e r s o n a l  co— u n i -  
c a t i o n ) .  Venom so d iu m  (av g *  179  mBq/L) i s  o f  t h e  same o r d e r  
o f  m a g n itu d e  a s  p la sm a  so d iu m  ( D e s s a u e r ,  e t  a l * ,  1 9 6 1 ) ;  
p o ta s s iu m  (17  m Bq/L) i s  a b o u t  t h r e e  t im e s  h i g h e r  a n d  c h l o r i d e  
(19  mBq/L) f i v e  t im e s  lo m e r*  Sodium  a n d  p o ta s s iu m  v a r i e d  
i n v e r s e l y *  Venoms m ith  lorn so d iu m  c o n t a in e d  a n  e q u i v a l e n t  
r i s e  i n  p o ta s s iu m  a n d  v i c e  v e r s a  (A p p e n d ix  I I ) *  P h o s p h a te  
m as a b s e n t*
P r o t e o l y t i c  A c t i v i t i e s  a n d  A c t io n  o n  B lo o d  C l o t t i n g
P r o t e o l y t i c  en sy m es o f  t h e  t r y p t i c ,  c h y m o t r y p t i c ,  r e n n i n
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a n d  p a p a in  t y p e s  w ere  fo u n d  i n  B . a t r o x  venom . P e p s in  an d  
c a t h e p s i n  w ere  a b s e n t  (A p p e n d ic e s  V II  a n d  I X ) .
Venom o f  B . a t r o x  a n d  d i l u t i o n s  o f  venom up  t o  1 0 0 -  
f o l d  p r e v e n t e d  p la sm a  c l o t t i n g ,  w h e re a s  h i g h e r  d i l u t i o n s  
e n h a n c e d  c l o t t i n g  (A p p e n d ix  I I I ) .  T h ese  a n t a g o n i s t i c  e f ­
f e c t s  w ere  due t o  s im u l ta n e o u s  p r e s e n c e  o f  th ro m b ic  a n d  
f i b r i n o l y t i e  s u b s t a n c e s .  F o r  e x a m p le ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
1 0 0  t o  1 0 0 0 - f o ld  d i l u t i o n s  o f  venom , f i b r i n o g e n  c l o t t e d ,  
b u t  t h e  f i b r i n  fo rm e d  l i q u e f i e d  w i t h i n  3 t o  5 h o u r s  (A p p en d ix  
I V ) .  F u r th e r m o r e ,  h ig h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  venom  t h a t  p r e ­
v e n te d  c l o t t i n g  w ere  a b l e  t o  d i s s o l v e  p re fo rm e d  c l o t s .
A t h i g h e s t  venom c o n c e n t r a t i o n s ,  t h e  c o a g u la n t  e f f e c t  
w as c o u n t e r a c t e d  b y  t h e  f i b r i n o l y s i n  a n d  t h e  r e a c t i o n  m ix ­
t u r e  becam e i n c o a g u l a b l e .  A t m o d e ra te  c o n c e n t r a t i o n s ,  b o th  
e f f e c t s  a p p e a r e d ;  t h e  h i g h e r  t h e  d i l u t i o n ,  t h e  l o n g e r  th e  
t im e  r e q u i r e d  t o  r e d i s s o l v e  c l o t s .  A t h ig h  d i l u t i o n s  t h e  
f i b r i n o l y t i c  e f f e c t  d i s a p p e a r e d  a n d  c l o t t i n g  t im e  becam e 
l o n g e r ,  s i n c e  t h e  c l o t - p r o m o t in g  s u b s t a n c e  w as a l s o  d i l u t e d . .
A c c e l e r a t i o n  o f  c l o t t i n g  w as a l s o  due t o  t h e  p r e s e n c e  
o f  p ro th ro m b in a s e  a c t i v i t y ,  w h ich  r e q u i r e d  t h e  p r e s e n c e  o f  
c a lc iu m  io n s  (A p p en d ix  V ) . P ro th r o m b in a s e  a l s o  seem s t o  b e  
a c t i v e  i n  v i v o ,  s i n c e  th e  m o s t c h a r a c t e r i s t i c  b io c h e m ic a l  
ch a n g e  o b s e rv e d  i n  b lo o d  o f  v i c t i m s  o f  f e r - d e - l a n c e  i s  a  
s t r i k i n g  d e c r e a s e  i n  p r o th ro m b in  l e v e l ,  w h ic h  r e t u r n s  t o  i t s  
n o rm a l v a lu e  a f t e r  a d m i n i s t r a t i o n  o f  a n t i s e r u m  (P e 3 a -C h a v a r ­
r i a  a n d  B a d i l l a ,  p e r s o n a l  c o m m u n ic a tio n ) •
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A num ber o f  o t h e r  w o rk e rs  h a v e  s t u d i e d  t h e s e  p r o t e o ­
l y t i c  a n d  c o a g u la n t  p r o p e r t i e s  o f  f e r - d e - l a n c e  venom . P ic a d o  
(1 9 3 1 )  b e l i e v e d  t h a t  t h e  c o a g u la n t  a c t i v i t y  c a u s e s  t h e  e x ­
t e n s i v e  g a n g re n e  i n  s n a k e  b i t e  p a t i e n t s *  H an u t (1937* 1 9 3 3 ) 
r e p o r t e d  on  t h e  a b i l i t y  o f  B* a t r o x  venom  t o  c o n v e r t  f i b r i n o ­
g e n  d i r e c t l y  i n t o  f i b r i n *  B a g le  (1 9 3 7 )  a l s o  s t u d i e d  t h a t  
p r o p e r t y ;  he e m p h a s is e d  t h a t  t h e  c o a g u la n t  a c t i o n  mas i n ­
d e p e n d e n t  o f  c a lc iu m  i o n s ,  p l a t e l e t s ,  o r  t i s s u e  e x t r a c t s *
He b e l i e v e d  t h a t  i t  w as due t o  t h e  p r o t e o l y t i c  en sy m es p r e ­
s e n t  i n  t h e  venom* B a g le  a l s o  fo u n d  t h a t  B* a t r o x  venom 
c o n v e r t s  p ro th ro m b in  i n t o  th r o m b in ,  b u t  a c c o r d in g  t o  h i s  
r e s u l t s ,  c a lc iu m  io n s  w ere  n o t  n e c e s s a r y *  He d id  n o t  d e t e c t  
a n t i c o a g u l a n t  o r  f i b r i n o l y t i c  a c t i v i t i e s *  J ^ n s s k y  (1 9 5 0 ) 
a l s o  r e p o r t e d  on t h e  c o a g u la n t  p r o p e r t i e s  o f  B* a t r w r  venom 
a n d  c o n c lu d e d  t h a t  b lo o d  c l o t t i n g  w as due t o  p r o t e o l y t i c  
ensym es*
A c t io n  on  B r v th r o c v te s
N e i t h e r  d i r e c t  h e m o ly s in s  n o r  h e m a g g lu t in in s  wo r e  
fo u n d  i n  B* a t r o x  venom  (A p p e n d ix  7 1 1 ) •  On t h e  o t h e r  h a n d , 
a  v e r y  p o t e n t  i n d i r e c t  h e m o ly s in ,  p h o s p h a t id a s e  A , w as p r e ­
s e n t  (A p p e n d ix  IX )*  T h is  h e m o ly s in  a p p e a r e d  t o  b e  a s  p o w e r­
f u l  a s  t h a t  r e p o r t e d  f o r  c o b ra  venom  b y  T an g , e t  a l *  (1 9 5 4 )*
O th e r  E n sv n es
H y a lu r o n id a s e ,  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e ,  f i v e  s p e c i f i c  
p h o s p h a ta s e s  a n d  u n s p e c i f i c  p h o s p h o d ie s t e r a s e  a c t i v i t i e s  w ere
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m e a s u re d .  A d e n o s in e - 5 f -m o n o p h o sp h a ta se  (A M P -ase ), n i c o ­
t in a m id e  - d i n u c l e o t i d a s e  (N A D -ase) a n d  a d e n o s i n e - t r i p h o s ­
p h a t a s e  (A T P -a se ) w ere  t h e  m o s t a c t i v e  s p e c i f i c  p h o s p h a ­
t a s e s ,  a c t i v i t y  b e in g  h i g h e s t  f o r  a d e n o s i n e - 5 , -m o n o p h o s- 
p h a t a s e .  D e o x y r ib o n u c le a s e  (D N A -ase) a n d  r i b o n u c l e a s e  
(R N A -ase) w ere  much l e s s  a c t i v e ,  t h e  fo rm e r  b e in g  t h e  
l e a s t  a c t i v e  s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e  (A p p e n d ic e s  V I I I  an d  
I X ) .  A c id  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h o m o n o e s te ra s e s ,  c a t a l a s e  an d  
c h o i i n e s t e r a s e  w ere  a b s e n t .
Blectroohoretic Fractionation
Venom fro m  a  l a r g e  i n d i v i d u a l  o f  B . a t r o x  fro m  S an  
C a r l o s ,  i n  t h e  A t l a n t i c  Z o n e , w as u t i l i z e d  a s  t h e  r e f e r e n c e  
sa m p le  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s .  S ix  c a t h o d a l  (C^ -  C^) 
an d  S a n o d a l  (A^ -  A g) f r a c t i o n s  w ere  s e p a r a t e d  f ro m  t h i s  
venom . A lm o st a l l  c a t h o d a l  f r a c t i o n s  an d  a n o d a l  f r a c t i o n s
A ,  A^ an d  A, w ere  v e r y  c o n c e n t r a t e d  i n  venom  o f  t h i s  sn a k e  
2 '  3 6
(Plate IV).
P l a t e  IV . S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  
o f  T enon  o f  a  sp e c im e n  o f  B* a t r o x  f ro m  S an  
C a r lo s  ( A t l a n t i c  Z one)*  Venom mas d i l u t e d  2X 
w i th  0 . 8 5 %  NaCl p r i o r  t o  e l e c t r o p h o r e s i s *  
A rrow  i n d i c a t e s  s i t e  o f  sa m p le  a p p l i c a t i o n *
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E ach  e l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n  w as a s s a y e d  f o r  a l l  
ensym e a c t i v i t i e s  p r e v i o u s l y  fo u n d  i n  u n f r a c t i o n a t e d  venom 
(T a b le  I ) .  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  w as fo u n d  i n  a  y e l lo w  
a n o d a l  f r a c t i o n  o f  f a s t  m i g r a t i o n  (A ^ ) .  The tw o  f a s t e s t  
a n o d a l  f r a c t i o n s  (A^ a n d  A g ) , c o n t a i n i n g  v e r y  l i t t l e  p r o ­
t e i n ,  e x h i b i t e d  i n d i r e c t  h e m o ly t ic  a c t i v i t y  ( p h o s p h a t i d a s e ) •  
O th e r  b a n d s  c o n t a in e d  m ore th a n  one  a c t i v i t y .  The f i v e  
s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e s ,  u n s p e c i f i c  p h o s p h o d i e s t e r a s e ,  p a p a in  
a n d  r e n n i n  w ere  c o n c e n t r a t e d  i n  tw o  s lo w  c a t h o d a l  b a n d s  
(C2 a n d  C h y m o try p tic  a n d  t r y p t i c  a c t i v i t i e s  w ere
fo u n d  in  t h e  same b a n d s  t h a t  e x h i b i t e d  a m u l t i p l e  a c t i o n  
on th e  c l o t t i n g  p r o c e s s .  One g r o u p ,  c o m b in in g  c h y m o try p t ic  
w i th  th ro m b ic  a c t i v i t i e s ,  m oved r a p i d l y  t o  t h e  c a th o d e  
(C4 a n d  C ^ ) ; t h e  o t h e r  g r o u p ,  r e p r e s e n t e d  b y  4 a n o d a l  b a n d s
b in e d  t r y p t i c  w i th  c l o t t i n g  a c t i o n s .  Among th e s e  4  b a n d s ,  
A^ an d  A^ c o n t a in e d  t h e  m o s t p r o t e i n  an d  h i g h e s t  enzym e 
a c t i v i t i e s .
TABLE I
ENZYME A C T IV IT IE S  
OP ELECTROPHORETIC FRACTIONS 
OF VENOM OF A FER-D E-LA N CE
C6 C '5 C3 ° 2 * 2 * 3 A5 *6 *7 * 8
Phosphatases - - 4 4 4+ 24 4
L-amlno acid , .
dehydrogenase - - - - - - - “ — - - 4 - -
Phosphatidase A 4 24 4 +
Trypsin - - - - - 24 24 4 + 3+ 2 4 - - - -
Chymotrypsin 3* 44 4 * 24
Papain - - - - 4* 4+ 2 *
Rennin - - - - 1 * t
Thrombin 1+ 1+ 4 + 1 + 3 + 3+ 3 * 4 4 4* 4+ 2 4 - - -
Prothrombinase - - - 1 * 4 2+ 24 2+ 24 1 + 4 - -
Fibrinolysin - - 3* 3 * t 2  + 3* 3 + 2 + 2 4 - - «• -
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The t o x i c i t y  o f  f r a c t i o n s ,  a d j u s t e d  t o  e q u a l  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  p r o t e i n  (0*3 m g /m l) , w as co m p ared  (T a b le  I I ) *  
F r a c t i o n s  an d  c o n t a i n i n g  c h y m o try p t ic  a n d  th ro m b ic  
a c t i v i t i e s  w ere  m o s t t o x i c *  O n ly  one o f  t w e n t y - s i x  m ice  
l i v e d  f o l lo w in g  i n j e c t i o n  w i th  t h e  f r a c t i o n s *  The l e a s t  
t o x i c  f r a c t i o n s  w e re  t h e  f a s t  a n o d a l  b a n d s  (Agf A ^, a n d  A g ), 
w h ic h  in c lu d e d  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  an d  p h o s p h a t id a s e s  
a n d  t h e  s lo w  c a th o d a l  f r a c t i o n s  (C^ a n d  C^) i n  w h ic h  t h e  
v a r i o u s  p h o s p h a ta s e s  w ere  c o n c e n t r a t e d *  M o r t a l i t y  o f  m ic e  
f o l l o w i n g  i n j e c t i o n s  w i th  t h e s e  f r a c t i o n s  w as 50 t o  60  p e r  
c e n t*
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TA3LS I I
TOXICITY OF ELECTROPHORETIC FRACTIONS 
OF VENOM OF A FER-DE-LANCE
F r a c t i o n  No* m ice  % m o r t a l i t y  S u r v i v a l  T o x i c i t y  
i n j e c t e d  t im e
_ _____________________________________________( h o u r s ) ______________
A1 1 2 75 3 -4 6 2 +
A2 12 67 2 -6 2 +
A3 13 77 3 -2 4 2 +
A4 12 75 3 -2 4 2 +
A5 13 69 2 -9 2+
A6 10 60 2 -6 1 +
A7 10 50 5 -1 0 1 +
A6 10 60 3 -2 4 1 +
C1 9 56 2 -1 2 1+
C2 10 50 5 -2 4 1 +
C3 16 69 3 -2 4 2+
C4 15 94 3 -1 0 3*
C5 11 1 0 0 3 -1 0 4 +
C6 9 56 5 -2 4 1+
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I n t r a s p e c i f i c  V a r i a t i o n  I n  Venom P r a t e i n s
The f e r - d e - l a n c e  i s  p a r t i c u l a r l y  s u i t a b l e  f o r  s t u d i e s  
o f  p r o t e i n  v a r i a t i o n  w i t h i n  a  s p e c i e s  becav ise  o f  i t s  g r e a t  
n u m b ers  an d  th e  w i d e . e x t e n t  o f  i t s  r a n g e ,  w h ich  i n c l u d e s  
a l l  o f  S o u th  a n d  C e n t r a l  A m e r ic a . I t  i s  fo u n d  i n  a l l  e c o ­
l o g i c a l  a r e a s  o f  C o s ta  R ic a ,  b u t  i s  n o t  common i n  t h e  N o rth  
P ac  i f  i c  Zone •
G e o g ra p h ic  v a r i a t i o n .  Venom p r o t e i n s  o f  p o p u l a t i o n s  o f  
f e r - d e - l a m c e  f ro m  n u m ero u s c o l l e c t i n g  s i t e s  i n  a l l  e c o l o g i ­
c a l  z o n e s  o f  C o s ta  R ic a  w ere  co m p ared  b y  s t a r c h  g e l  e l e c ­
t r o p h o r e s i s .  P l a t e  V d i s p l a y s  e l e c t r o p h e r o g r a m s  r u n  on th e  
same g e l ,  o f  venom  o f  s p e c im e n s  f ro m  th e  A t l a n t i c  a n d  th e  
C e n t r a l  P a c i f i c  Z o n e s .  P l a t e s  V I , V II  a n d  V I I I  p r e s e n t  
e l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  a d d i t i o n a l  venom s o f  a n im a l s  i n  e a c h  
o f  t h r e e  e c o l o g i c a l  z o n e s .  The m o s t common e l e c t r o p h o r e t i c  
p a t t e r n s  o f  a n im a ls  f ro m  d i f f e r e n t  e c o l o g i c a l  z o n e s  a r e  . 
d iag ram m ed  i n  F ig u r e  4 .
Two m a jo r  d i f f e r e n c e s  i n  p a t t e r n s  o f  a n im a l  p r o t e i n s  
d i s t i n g u i s h e d  p o p u l a t i o n s  fro m  t h e  A t l a n t i c  a n d  P a c i f i c  
s i d e s  o f  th e  c o n t i n e n t a l  d i v i d e  ( P l a t e  V ) .  F i r s t ,  e v e n  on  
u n s t a i n e d  g e l s  p o p u l a t i o n s  o f  s n a k e s  f ro m  t h e s e  a r e a s  c o u ld  
b e  r e c o g n iz e d  b y  t h e  r e l a t i v e  m ig r a t i o n s  o f  L -am in o  a c i d  
d e h y d ro g e n a s e s  (T a b le  I V ) .  T h is  p ig m e n te d  p r o t e i n  a p p e a r e d  
a s  a  s i n g l e  b an d  b u t  m ig r a te d  f a s t e r  i n  venom s o f  p o p u la ­
t i o n s  f ro m  th e  A t l a n t i c  Zone t h a n  f ro m  th o s e  o f  t h e  P a c i f i c  
Z o n e s .  A f t e r  a  t w e n t y - f o u r  h o u r  e l e c t r o p h o r e t i c  r u n  t h e
P l a t e  V . S t a r e h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  
o r  venom s Prom  B s p e c im e n s  o f  B* a  t r e a t *
a ,  e ,  f ,  g :  A t l a n t i c  Zone* 
b 9 c ,  d ,  h :  C e n t r a l  P a c i f i c  Zone* 
x  1 -a m in o  a c i d  h y d ro g e n a s e  
• T r y p t i c  a c t i v i t y  a n d  m u l t i p l e  
a c t i o n  on  b lo o d  c l o t t i n g *
Venom w as d i l u t e d  2X w i th  0*B 5£ N aCl p r i o r  t o  
e l e c t r o p h o r e s i s *  A rrow  i n d i c a t e s  s i t e  o f  
sam p le  a p p l i c a t i o n *
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tw o  d e h y d ro g e n a s e s  w ere  s e p a r a t e d  b y  a b o u t  2 cm.
S e c o n d , b a n d s  w i th  t r y p t i c  a c t i v i t y  an d  w i th  m u l t i p l e  
e f f e c t s  on b lo o d  c l o t t i n g ,  w h ic h  m ig r a te d  b e tw e e n  th e  s i t e  
o f  sam p le  a p p l i c a t i o n  an d  t h e  d e h y d r o g e n a s e s ,  h ad  d i f ­
f e r e n t  p a t t e r n s  i n  p o p u l a t i o n s  o f  t h e  v a r i o u s  e c o l o g i c a l
z o n e s .  F o u r  b a n d s  (A «, A * , A ,  A - ^ )  e x h i b i t e d  a c t i v i t y
* 4  4
i n  venom fro m  th e  A t l a n t i c  Z o n e . I n  s n a k e s  fro m  th e  P a c i ­
f i c  z o n e s  a c t i v i t y  w as l o c a l i s e d ,  com m only, i n  tw o  b a n d s  o f  
h ig h  c o n c e n t r a t i o n .  T hese  v a r i e d  am ong a n im a l s  o f  th e  C e n t r a l  
an d  S o u th  P a c i f i c  Z o n e s . I n  s p e c im e n s  f ro m  th e  C e n t r a l  
P a c i f i c  Z o n e , t h e s e  f r a c t i o n s  moved a t  r a t e s  e q u i v a l e n t  
t o  b a n d s  A^ a n d  A ^*; i n  m o s t a n im a l s  f ro m  th e  S o u th  P a c i f i c
Z o n e , a c t i v i t y  w as p r e s e n t  i n  b a n d s  A0 a n d  A ,1 .
*  4
A t l e a s t  tw o  p r o t e i n s  m i g r a t i n g  f a s t e r  to w a rd  th e  
an o d e  th a n  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  p o s s e s s e d  p h o s p h a ­
t i d a s e  a c t i v i t y .  As t h e s e  b a n d s  w ere  m o s t o f t e n  o f  v e r y  
lo w  c o n c e n t r a t i o n ,  t h e i r  m i g r a t i o n  r a t e s  a n d  enzym e a c t i ­
v i t i e s  w ere  d i f f i c u l t  t o  a n a l y z e .  H ow ever, a n im a ls  f ro m  
t h e  S o u th  P a c i f i c  Zone com m only p o s s e s s e d  t h r e e  o f  t h e s e  
b a n d s  (A ^, A g, A ^ ) .  From i n d i v i d u a l  t o  i n d i v i d u a l  ( F i g .  4 ;  
P l a t e s  V, 7 1 ,  V II  a n d  V I I I )  t h e  num ber o f  t h e s e  f a s t  a n o d a l  
f r a c t i o n s  v a r i e d  f ro m  one t o  t h r e e .
F o r ty  p e r  c e n t  o f  t h e  venom  p r o t e i n  m ig r a te d  to w a rd  
t h e  c a th o d e .  I n  c o n t r a s t  t o  a n o d a l  f r a c t i o n s ,  t h e s e  m i­
g r a t i n g  to w a rd  t h e  c a th o d e  w ere  u n ifo rm  w i t h i n  t h e  s p e c i e s .  
H ow ever, r e s o l u t i o n  o f  c a t h o d a l  p r o t e i n s  w as p o o r  i n  t h e  
b u f f e r  u s e d .
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Venoms f ro m  th e  A t l a n t i c  zone
1 1 : 1 1
Venoms fro m  t h e  C e n t r a l  P a c i f i c  zone
t  +
Venoms fro m  t h e  S o u th e r n  P a c i f i c  zone
■ lilt
T r y p t i c  a c t i v i t y  a n d  m u l t i p l e  a c t i o n  
on b lo o d  c l o t t i n g
L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  (y e l lo w  b a n d )  
P h o s p h a t id a s e  A ( i n d i r e c t  h e m o ly s in )
P ig *  4* A d ia g ra m m a tic  r e p r e s e n t a t i o n  
o f  t h e  m o s t common p a t t e r n s  o f  venom  
p r o t e i n s  o f  B . a t r o x  f ro m  d i f f e r e n t  
e c o l o g i c a l  zo n e s*
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A c t i v i t i e s  o f  some enzym es i n  u n f r a c t i o n a t e d  venom s 
d i f f e r e d  i n  a n im a ls  f ro m  t h e  v a r i o u s  e c o l o g i c a l  zo n es*  
A T P-ase*  DNA-ase a n d  RNA-ase m ere a b o u t  tw ic e  a s  h ig h  i n  
s p e c im e n s  f ro m  t h e  P a c i f i c  Z ones t h a n  i n  th o s e  f ro m  th e  
A t l a n t i c  Zone* AM P-ase a n d  NAD-ase w e re  lo w e s t  i n  venom s 
f ro m  th e  S o u th e r n  P a c i f i c  Zone* Venom fro m  th e  C e n t r a l  
P a c i f i c  Zone was m o s t h e m o ly t ic  a s  i n d i c a t e d  b y  i t s  p h o s ­
p h a t i d a s e  a c t i v i t y  (T a b le  I I I ) *  T o ta l  s o l i d s *  p r o t e i n *  
o s m o tic  p r e s s u r e  a n d  in o r g a n i c  c o m p o s i t io n  o f  venom s fro m  
t h e  t h r e e  z o n e s  w e re  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t *
TABLE I I I
ENZYME ACTIVITIES OF VENOM FROM B0THR0P3 ATROX 
FROM DIFFERENT ECOLOGICAL ZONES
AMP-ase
mM P/ml/h
NAD-ase ATP-ase DNA-ase RNA-ase 
mM P/ml/h jaM P/ml/h
Unspecific
phosphodi­
esterase
(A tlantic Zone)
79*4-30ajj 6 . 1*3 .6 3.1*1.3 145*17 544*222 662*129
28.4-130 4.3-16.2 1.3-6 .7  120-170 352-1066 329-769
12° 12 12 10 12 12
(Central P ac ific  Zone)
69 . 1*28 11.0-5*5 7 .6*1 .2  422*69 1195*437 400*70
31.0-137 4.7-22.5 5 .2 -9 .4  332-650 662-2120 312-594
19 19 • 19 19 17 16
(South P acific  Zone)
47.4*23.6 6.2*3.7 6 .0*1 .4  360*73 1115*426 570*10.3
24.0-110 4.0-15.9 4 . 2- 6 .8  310-533 634-1620 446-710
11 11 11 11 10 10
a Avg. * S.D, b Range c No* of samples
TABLE I I I  (Contd.)
ENZYME ACTIVITIES OP VENOM FROM BOTHROPS ATROX 
FROM DIFFERENT ECOLOGICAL ZONES
Trypsin® L-amino 
acid dehy­
drogenase
Phosphatidase A 
HD50
(A tlantic Zone)
225- 655 
140-396 
12®
32.0*4.1
27.2-39.6
11
1 : 257,000 
1:266,000-1:592.000 
10
(Central P acific  Zone)
262* 62 
193-400 
IB
27.5*5.2
17.0-41.6
20
1 : 715,000 
1:320,000-1:2,664,000 
21
(South P acific  Zone)
274* 52 
165-364 
10
30.1*7.4
22.6-43.4
11
1 : 377,000 
1:121,000-1:500,000 
10
a Trypsin a c t iv ity  is  expressed injiM tyrosine released per 
m i l l i l i t e r  of venom in  10 min.
b L-amino acid dehydrogenase in  ml: Ojj/ml/hr. 
c Avg* A S.D. d Range e No. of samples
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I n d i v i d u a l  V a r i a t i o n .  I n d i v i d u a l  f e r - d e - l a n c e s ,  mem­
b e r s  o f  a  p o p u l a t i o n  f ro m  a  l i m i t e d  a r e a ,  c o u ld  o f t e n  b e  
d i s t i n g u i s h e d  f ro m  e a c h  o t h e r  b y  d i f f e r e n c e s  i n  e l e c t r o ­
p h o r e t i c  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e i r  venom  p r o t e i n s .  F o r  e x ­
a m p le , venom  fro m  16  a n im a ls  c a p tu r e d  w i t h i n  a  3 0  m ile  
r a d i u s  o f  S a r a p i q u i  i n  t h e  A t l a n t i c  Zone e x h i b i t e d  7  d i f ­
f e r e n t  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  ( P l a t e s  V a n d  V I ) .  The 
t y p i c a l  A t l a n t i c  Zone p a t t e r n  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( F i g .  4 )  
c h a r a c t e r i z e d  7 s p e c im e n s  ( f  a n d  g  o f  P l a t e  V: a ,  jfr, c ,  
a n d  f  o f  P l a t e  V I ) .  P a t t e r n s  o f  s e v e n  o t h e r  e l e c t r o p h e r o -  
g ram s w ere  s l i g h t  m o d i f i c a t i o n s  on  th e  t y p i c a l  p a t t e r n .
I n  t h r e e  o f  t h e s e ,  b a n d  A^ r e s o l v e d  i n t o  tw o b a n d s  _(a o f  
P l a t e  V ); i n  tw o  o t h e r s ,  b a n d  A ^  w as v e r y  c o n c e n t r a t e d ,  
an d  tw o  e x t r a  f a s t  b a n d s  o f  unknow n a c t i v i t y  m ig r a te d  to w a rd  
t h e  an o d e  (g  o f  P l a t e  V I ) •  One venom la c k e d  b an d  A^ (e  o f  
P l a t e  V ); a n o t h e r  l a c k e d  b an d  A ^, b u t  a n  a d d i t i o n a l  f r a c ­
t i o n  s e p a r a t e d  b e tw e e n  b a n d s  A 1 a n d  A , (d  o f  P l a t e  V I ) .
4  5
Two a n im a l s  e x h i b i t e d  t h e  s lo w  L -am in o  a c i d  d e h y d r o g e n a s e .  
One o f  t h e s e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  w as o th e r w is e  i d e n t i c a l  t o  
t h e  t y p i c a l  A t l a n t i c  Zone p a t t e r n  (g  o f  P l a t e  V I ) .  The 
p a t t e r n  o f  t h e  o t h e r  a n im a l  w as i n d i s t i n g u i s h a b l e  f ro m  
t h a t  o f  s p e c im e n s  c a p tu r e d  i n  t h e  C e n t r a l  P a c i f i c  Zone 
(h  o f  P l a t e  V I ) .
i
P l a t e  V I . S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  
p a t t e r n s  o f  venom s f ro m  & s p e c im e n s  
o f  B . a t r o x  f ro m  t h e  A t l a n t i c  Z o n e .
x  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  
• T r y p t i c  a c t i v i t y  a n d  m u l t i p l e  
a c t i o n  o n  b lo o d  c l o t t i n g .
Venom w as d i l u t e d  2Z w i th  NaCl
p r i o r  t o  e l e c t r o p h o r e s i s .  A rrow  i n d i ­
c a t e s  s i t e  o f  sam p le  a p p l i c a t i o n .
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Among 25 a n im a l s  c a p tu r e d  w i t h i n  a  1 5 - m ile  r a d i u s  o f  
P u r i s c a l  i n  t h e  C e n t r a l  P a c i f i c  z o n e , t h e  m o s t common e l e c ­
t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  ( F i g .  4 )  w as c h a r a c t e r i z e d  b y  8 s p e c i ­
m ens (&, h  o f  P l a t e  V) •  F o u r  venom s show ed e x t r a  a n o d a l  
b a n d s ,  f a i r l y  i n t e n s e  a n d  o f  f a s t  m ig r a t i o n  (£. o f  P l a t e  V I I ) .  
I n  one  venom  t h e r e  w as a  b a n d  a t  a n  i n t e r m e d i a t e  p o s i t i o n  
b e tw e e n  A2 an d  A^ (d  o f  P l a t e  Y I I ) .  I n  4  s p e c im e n s  b an d  
A^ w as v e r y  s l i g h t  (d  o f  P l a t e  V; a ,  £ ,  h  o f  P l a t e  V I I ) .
I n  one  sp e c im e n  b a n d  A w as a b s e n t  ( f  o f  P l a t e  V I I ) .  T h re e4  ~
venom s show ed b an d  A2# a l th o u g h  s l i g h t ,  a s  i n  t h e  m o s t 
common p a t t e r n  i n  s n a k e s  o f  t h e  S o u th  P a c i f i c  Zone (b  o f  
P l a t e  V; fe o f  P l a t e  V I I ) .  F o u r  a n im a l s  e x h i b i t e d  e l e c ­
t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  w i th  2 y e l lo w  b a n d s  (L -am in o  a c i d  
d e h y d r o g e n a s e s ) ,  t h e  f a s t  a n d  s lo w  t y p e s .
i
P l a t e  V II*  S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  
p a t t e r n s  o f  venom s o f  S s p e c im e n s  o f  
B* a t r o x  f ro m  t h e  C e n t r a l  P a c i f i c  Zone*
? t?4iv^ 57drog9M3s.
Venom w as d i l u t e d  2X w i th  0»&5% NaCl 
p r i o r  t o  e l e c t r o p h o r e s i s *  A rrow  i n d i ­
c a t e s  s i t e  o f  sam p le  a p p l i c a t i o n *
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Venom fro m  9  a n im a ls  c a p t u r e d  w i t h i n  t h e  S o u th  P a c i f i c  
Zone e x h i b i t e d  5 d i f f e r e n t  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  ( P l a t e  
V T II ) .  The m o s t common p a t t e r n  o f  t h e  S o u th  P a c i f i c  Zone 
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( F i g ,  4 )  c h a r a c t e r i s e d  3 a n im a ls  (d ,  
f  o f  P l a t e  V I I I ) ,  T h re e  o t h e r  venom s la c k e d  t h e  e x t r a  f a s t  
a n o d a l  b a n d s  ( b ,  e ,  g  o f  P l a t e  V I I I ) ,  One i n d i v i d u a l  show ed 
a n  e x t r a  c a t h o d a l  b a n d , v e r y  f a s t  a n d  n o t  fo u n d  i n  a n y  o t h e r  
f e r - d e - l a n c e  (h  o f  P l a t e  V I I I ) ,  One venom show ed a b s e n c e  
o f  b a n d  A^ a n d  C^ ( g  o f  P l a t e  V I I I ) ,  One venom  e x h i b i t e d  
t h e  p a t t e r n  m o s t common i n  t h e  A t l a n t i c  so n e  (g  o f  P l a t e  V I I I ) ,  
K l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  venom p r o t e i n s ,  th o u g h  
v a r i a b l e  b e tw e e n  a n im a ls  o f  t h e  d i f f e r e n t  e c o l o g i c a l  s o n e s ,  
i n d i c a t e  t h a t  f e r - d e - l a n c e s  o f  C o s ta  R ic a  a r e  o f  one  s p e c i e s .  
I n d i v i d u a l s  f ro m  t h e  d i f f e r e n t  e c o l o g i c a l  s o n e s  p r o b a b ly  
i n t e r g r a d e  t o  s a n e  e x t e n t .  F o r  e x a m p le , a l t h o u g h  t h e  f a s t  
ty p e  o f  t h e  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  i s  m o s t common i n  t h e  
A t l a n t i c  Zone a n d  t h e  s lo w  ty p e  i n  t h e  P a c i f i c  Z o n e s , b o th  
d e h y d ro g e n a s e s  a r e  p r e s e n t  i n  p o p u l a t i o n s  o f  a l l  e c o l o g i c a l  
s o n e s  (T a b le  I V ) ,  The f o u r  i n d i v i d u a l s  o f  t h e  C e n t r a l  P a c i ­
f i c  Z o n e , w hose venom c o n t a i n s  b o th  f a s t  an d  s lo w  d e h y d ro ­
g e n a s e s ,  p r o b a b ly  i n h e r i t e d  f a c t o r s  c o n t r o l l i n g  t h e  s y n t h e s i s  
o f  b o th  p r o t e i n s  f ro m  t h e i r  p a r e n t s .  The c o l o r  v a r i a n t s  
( P l a t e  I I I ) ,  w h ic h  a r e  fo u n d  o n ly  i n  t h e  A t l a n t i c  Z o n e , a l l  
e x h i b i t e d  t h e  common p a t t e r n  o f  a n im a ls  o f  t h a t  r e g i o n  ( F i g ,
4 ) ,  H ow ever, many o f  t h e  t y p i c a l l y  c o l o r e d  s n a k e s  a l s o  p r o ­
d u ce d  venom  h a v in g  t h i s  p a t t e r n .
P l a t e  V I I I ,  S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  
p a t t e r n s  o f  venom s fro m  3 sp e c im e n s  o f  
B , a t r o x .  D i lu te d  tw o - f o ld  w i th  0.B5S& 
TJaCi s o l u t i o n ,
S o u th  P a c i f i c  gone ( a r e a  o f  G o l f i t o )  
x  L -am ino  a c i d  d e h y d ro g e n a s e ,
• T r y p t i c  a c t i v i t y
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TABLE XV
DISTRIBUTION OF L-AMINO ACID D8HTDROGENASE
E c o lo g i c a l No. P h en o t Gene f r e q u e n c i e s 3
Zone A n im a ls Slow r a s t P a s t  k  
Slow
Slow P a s t
A t l a n t i c 17 2 15 0 1356 8756
C e n t r a l
P a c i f i c 25 21 0 4 9256 *56
S o u th
P a c i f i c 9 8 1 0 8956 1156
cla ssu m in g  t h a t  e a c h  p r o t e i n  i s  d e te rm in e d  b y  one o f  
a  p a i r  o f  g e n e s .
f
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S in c e  s o  many v a r i a t i o n s  w ere  o b s e rv e d  among th e  d i f ­
f e r e n t  f e r - d e - l a n c e  v en o m s, q u e s t i o n s  c o u ld  be r a i s e d  a s  
t o  w h e th e r  th e  v a r i a t i o n s  w ere  a r t i f i c i a l *  A num ber o f  
o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  t h e s e  a r e  n o t  a r t i f a c t s *  One 
sp e c im e n  o f  f e r - d e - l a n c e  w as s a m p le d  m any t im e s  o v e r  a  p e r i o d  
o f  t h r e e  m o n th s*  S am p les  w e re  f r o z e n  f ro m  one t o  t h r e e  
m o n th s  an d  th e n  co m p ared  t o  f r e s h l y  o b t a in e d  venom  ( P l a t e  
I X ) .  No m a jo r  d i f f e r e n c e s  w ere  fo u n d  b e tw e e n  t h e  e l e c t r o ­
p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  t h e s e  sa m p le s *  F u r t h e r ,  t h e  e i g h t  
a n im a l s  w hose e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  a p p e a r  i n  P l a t e  VI 
w ere  m ilk e d  a g a in  a f t e r  t h r e e  m o n th s  a n d  t h e i r  p a t t e r n s  
a g a in  com pared*  No c h a n g e s  w e re  o b s e rv e d  i n  t h e  num ber o f  
b a n d s  o r  t h e i r  r e l a t i v e  m ig r a t io n *  The i n d i v i d u a l  f ro m  
t h e  S o u th  A t l a n t i c  Zone w hose venom  c o n t a in e d  a  u n iq u e  
f a s t  c a t h o d a l  b a n d  w as s a m p le d  num erous t im e s  o v e r  a  f o u r  
m on th  p e r io d *  The u n iq u e  b a n d  a s  w e l l  a s  t h e  o t h e r  b a n d s  
o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  w ere  i d e n t i c a l  i n  a l l  s a m p le s*
P l a t e  IX . E l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  6 
s a m p le s  o f  renom  p ro d u c e d  b y  one  b i g  s p e ­
c im en  o f  B . a t r o x  f ro m  t h e  A t l a n t i c  Z o n e . 
S am p le s  m ere  k e p t  i n  t h e  f r e e s e r  f o r  t h e  
f o l l o w i n g  p e r i o d s  ( d a y s ) :  
a -  S3 b -  7 2  c -  60  d -  33 e -  27 
f -  f r e s h l y  c o l l e c t e d .
THE JUMPING VIPERS
Ju m p in g  v i p e r s ,  i n  c o n t r a s t  t o  f e r - d e - l a n c e s ,  a r e  s h o r t  
s n a k e s  t h a t  se ld o m  r e a c h  m ore th a n  t h r e e  f e e t  b u t  h av e  th e  
s t o u t e s t  b o d ie s  a n d  l a r g e s t  h e a d s  o f  a n y  s p e c i e s  o f  B o th ro p s .  
T h e i r  s c a l e s  a r e  e x c e e d in g ly  r o u g h .  T h e i r  c o l o r  p a t t e r n  
i s  commonly g r a y  o r  brow n w i th  d a r k  rh o m b o id  b l o t c h e s .  The 
common name o f  t h e s e  s a v a g e  s n a k e s  o r i g i n a t e s  f ro m  t h e i r  
h a b i t  o f  m ak in g  a  s h o r t  jum p to w a rd  t h e i r  v i c t i m s .  Two 
s p e c i e s ,  b o th  o f  w h ic h  o c c u r  i n  C o s ts  R ic a  a r e  r e c o g n i s e d .  
T h ese  a r e  fo u n d  m o st com m only i n  t h e  c o o l  a n d  hum id h a b i t a t  
o f  m o d e ra te  e l e v a t i o n s .
B o th ro p s  n man i f e r a
B o th ro p s  nnmmifera i s  t h e  m o s t common ju m p in g  v i p e r .
I t s  r a n g e  i n c l u d e s  S o u th e r n  M ex ico  an d  a l l  o f  C e n t r a l  A m e ri­
c a .  The s p e c i e s  o c c u r s  th r o u g h o u t  C o s ta  R ic a  b u t  i s  l e a s t  
p l e n t i f u l  i n  t h e  N o r th  P a c i f i c  Z o n e . C o lo r  o f  t h e  s n a k e s  
v a r i e s  on th e  A t l a n t i c  a n d  P a c i f i c  s i d e s  o f  t h e  c o n t i n e n t a l  
d i v i d e .  S p e c im e n s  f ro m  t h e  A t l a n t i c  Zone a r e  g r a y ;  th o s e  
f ro m  P a c i f i c  Z ones a r e  r e d d i s h  ( P l a t e  X ) .  T w elve a d u l t s  a n d  
s i x  j u v e n i l e s ,  o b ta in e d  f ro m  s e v e n  a r e a s  o f  t h e  e c o l o g i c a l
6a
P l a t e  X . B o th ro p s  **»rm
A bove: f ro m  t h e  A t l a n t i c  Zone
B elow : f ro m  th e  P a c i f i c  Zone
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z o n e s  o f  C o s ta  R ic a  w ere  s t u d i e d  ( F i g .  6 ) .  Venoms fro m  
tw e n ty - s e v e n  i n d i v i d u a l s ,  b o rn  i n  c a p t i v i t y ,  w ere  a l s o  
s t u d i e d .
Venom C o m p o s itio n
Venom o f  t h i s  s p e c i e s  v a r i e d  f ro m  c o l o r l e s s  t o  b r i g h t  
y e l lo w  a n d  w as l e s s  v i s c o u s  t h a n  venom  o f  t h e  f e r - d e - l a n c e • 
Q u a n t i ty  o f  venom o b ta in e d  i n  i n d i v i d u a l  m i lk in g s  w as l e s s  
th a n  f ro m  ,3 . a t r o x  (A p p e n d ix  I ) .  A b o u t o n e - f i f t h  o f  t h i s  
venom  w as s o l i d ,  o f  w h ic h  p r o t e i n s  r e p r e s e n t e d  a b o u t  70  p e r  
c e n t ;  pH w as i n  t h e  n e ig h b o rh o o d  o f  5«9» P o ta s s iu m , a v e r a g ­
in g  150  m Eq/L , w as v e r y  h i g h ,  a b o u t  t h r e e  t im e s  t h e  c o n c e n ­
t r a t i o n  o f  s o d iu m . Commonly t h e  r e v e r s e  r a t i o  i s  t r u e  in  
t h e  C r o t a l i d a e .  I n  o n ly  6 o f  25 venom s a m p le s  w as p o ta s s iu m  
b e lo w  150  m E/L. One o f  t h e s e  s a m p le s  c o n ta in e d  ab o v e  95 
mEq o f  so d iu m  ( F i g .  5 )*  C h lo r id e  w as low  an d  p h o s p h a te  a b ­
s e n t  (A p p en d ix  I I ) .
E f f e c t s  on B lood  C l o t t i n g  a n d  A c t io n  on  Human E r v t h r o c v t e s
B o th  p ro m o tin g  a n d  i n h i b i t o r y  a c t i o n s  on  b lo o d  c l o t ­
t i n g  w ere  d e t e c t e d  I n  t h i s  venom . T hese e f f e c t s  p ro v e d  t o  
b e  o f  th ro m b ic  an d  f i b r i n o l y t i c  c h a r a c t e r s ,  r e s p e c t i v e l y .
No p ro th ro m b in a s e  a c t i v i t y  was fo u n d  (A p p e n d ic e s  I I I ,  IV 
an d  V ) . E a g le  (1 9 3 7 ) p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  th e  c l o t  p ro m o t­
in g  a c t i v i t y .
B . nnm m if^ r a  venom  p o s s e s s e d  m ild  d i r e c t  an d  i n d i r e c t  
h e m o ly t ic  a c t i v i t i e s  a n d  a g g l u t i n a t e d  human e r y t h r o c y t e s .
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T h is  venom  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  a g g l u t i n a t e  a n d  h em o ly se  
r a b b i t  r e d  b lo o d  c e l l s  ( P ic a d o ,  1 9 3 1 )*  b u t  t h e r e  a r e  no 
r e p o r t s  a b o u t  i t s  a c t i o n  on  human e r y t h r o c y t e s *  Red b lo o d  
c e l l  a g g l u t i n a t i o n  w as so  i n t e n s e  t h a t  c e l l s  a p p e a r e d  a s  a  
s o l i d  m ass a f t e r  i n c u b a t i o n  i n  a  s o l u t i o n  c o n t a in i n g  venom* 
D i r e c t  h e m o ly t ic  a c t i v i t y  a lm o s t  d i s a p p e a r e d  when th e  venom 
w as d i l u t e d  a b o u t  1 0 0 - f o l d  b u t  p h o s p h a t id a s e  re m a in e d  a c t i v e  
up  t o  a  d i l u t i o n  a s  h ig h  a s  1 0 ,0 0 0 - f o ld *
O th e r  Bn r a p e  A c t i v i t i e s
3* n u m m ife ra  venom p o s s e s s e d  th e  o t h e r  ensym e a c t i v i ­
t i e s  fo u n d  in  B* a t r o x  venom* A d en o sin e -5 ^ * * m o n o p h o sp h a tase  
w as t h e  m o st a c t i v e  s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e *  The o t h e r  p h o s ­
p h a t a s e s  w ere  v e r y  f e e b l e ,  p a r t i c u l a r l y  d e o x y r ib o n u c le a s e  
an d  r ib o n u c le a s e *  I n  s e v e n  o f  17  s a m p le s  a n a ly s e d  n o  d e ­
o x y r ib o n u c le a s e  w as f o u n d ;  t h r e e  o f  1 9  s a m p le s  c o n t a in e d  no  
r i b o n u c l e a s e  (A p p e n d ic e s  V I I I  a n d  IX )*  P e p s in ,  c a t h e p s i n ,  
a c i d  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h a ta s e s ,  c a t a l a s e  a n d  c h o l i n e s t e r a s e  
w ere  a b s e n t*
E l e c t r o p h o r e t i c  F r a c t i o n a t i o n
The e a r l i e s t  e l e c t r o p h o r e t i c  c o m p a r is o n s  o f  venom  p r o ­
t e i n s  o f  B* n u m m ife ra  show ed t h a t  t h e  p a t t e r n s  o f  sp e c im e n s  
fro m  t h e  A t l a n t i c  Zone a n d  P a c i f i c  Z o n es w ere  m a rk e d ly  d i f ­
f e r e n t .  A bou t 7 0 #  o f  t h e  t o t a l  p r o t e i n  o f  venom s fro m  th e  
A t l a n t i c  Zone m ig r a t e d  to w a rd  th e  a n o d e  w h e re a s  o n ly  3 0 #
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w as a n o d a l  I n  venom s fro m  th e  P a c i f i c  Z ones ( P l a t e  X I ) .  
T h e r e f o r e , venom s f ro m  one l a r g e  i n d i v i d u a l  fro m  t h e  A t l a n ­
t i c  Zone an d  a n o t h e r  l a r g e  i n d i v i d u a l  f ro m  t h e  S o u th  P a c i f i c  
Zone w ere  u t i l i s e d  a s  r e f e r e n c e s  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s .
G e o g ra p h ic  V a r i a t i o n
The s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  venom e l e c t r o p h o r e t i c  
p a t t e r n s  o f  B . n u m i r ^ r a  s p e c im e n s  f ro m  t h e  A t l a n t i c  an d  
P a c i f i c  Z ones in v o lv e d  th e  m o s t h i g h l y  c o n c e n t r a t e d  f r a e t i o n  
o f  t h e  p a t t e r n s .  T h is  f r a c t i o n  m ig r a te d  i n  a  s lo w  a n o d a l  
b a n d  (A^) i n  venom s fro m  t h e  A t l a n t i c  Z o n e , b u t  i t  m ig r a te d  
i n  one  f a s t  c a th o d a l  b an d  (C ^) in  venom s fro m  th e  C e n t r a l  
P a c i f i c  Zone a n d  in  tw o f a s t  c a t h o d a l  b a n d s  i n  venom  fro m  
t h e  S o u th  P a c i f i c  Zone ( P l a t e s  X I a n d  X I I ) .  The p o s i t i o n  
o c c u p ie d  b y  th e  i n t e n s e  b an d  o n  p a t t e r n s  o f  a n im a ls  f ro m  
one so n e  c o n ta in e d  v e r y  l i t t l e  p r o t e i n  on p a t t e r n s  o f  a n i ­
m a ls  f ro m  th e  o t h e r  s o n e .  One o f  my m o s t e x c i t i n g  e x ­
p e r i e n c e s  d u r in g  th e  c o u r s e  o f  t h e s e  s t u d i e s  w as t o  f i n d  
t h a t  t h e s e  p r o t e i n s ,  o f  w id e ly  d i f f e r e n t  m o b i l i t i e s ,  w e re  
th e  m o s t t o x i c  f r a c t i o n s  o f  t h e  venom  a n d  c o n t a in e d  a l l  o f  
i t s  p r o t e o l y t i c  a n d  f i b r i n o l y t i c  a c t i v i t i e s  ( T a b le s  V , VI 
a n d  V I I ) .
The r e s t  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n s  ( P l a t e  X I ;  
T a b le s  V a n d  V I ) ,  i n c l u d i n g  a  d i s t i n c t  y e l lo w  b a n d , L -am in o  
a c i d  d e h y d ro g e n a s e  (A ^ ) , o f  venom s fro m  t h e  tw o  r e g i o n s  w ere  
i d e n t i c a l .  P h o s p h a t id a s e  a c t i v i t y ,  t h e  f a s t e s t  a n o d a l  b an d
P l a t e  X I .  S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  
p a t t e r n  o f  B . n u m m ife ra  venom .
A bove: A t l a n t i c  Z o n e .
B elow : S o u th  P a c i f i c  Z o n e .
TABLE V
ENZYME ACTIVITIES OF ELECTROPHORETIC FRACTIONS
OF VENOM OF BOTHROPS NTMCFERA (ATLANTIC ZONE)
A c t iv i ty E le c tr o p h o re t ic  F ra c t io n
°4 °3 C2 G1 A1 A2 A3 A4 A5 a 6
P h o sp h a ta se s mm * 3* 4* - m •» - - -
L-am ino a c id  
dehydrogenase - - - - - - t - - -
P h o sp h a tid a se  A - - - - - 4M - - t
T ry p s in 2+ * 2+ 3* 44 * - - - -
C hyjkotrypsin 1* - - - I t - - - - -
P apain 3+ 1 + 2* 44 44 - - - - -
R ennin 4 t - 1+ 44 44 34 i - - -
Thrombin - - - * - ft ft 44 ft ft
F ib r in o ly s in - - 2+ 44 24 - - - - -
T o x ic i ty 2+ 2+ 2* 34 44 *
4
ft ft ft I t
TABLE VI
ENZTME ACTIVITIES OP ELECTROPHORETIC FRACTIONS
OF VENOM OF BOTHROPS NUMMIFERA (SOUTH PACIFIC ZONE)
A c t iv i ty E le c t r o o h o re t ic F ra c tio n
*3
t
2 A K s S S A6
P h o sp h a ta se s ± 44 34 4 - - - - -
L-am ino a c id  
dehydrogenase
- - m t - - - 4 - - -
P h o sp h a tid a se  A - - - - - - - - - 4
T ry p s in y> 44 4 £ - - - - -
C hym otrypsin 4 - - - - - - - - -
P ap ain 4 4 - - - - - - - -
Rennin 4 4 «■ - - - - - - -
Thrombin - - - - 4_ 44 4 4
F ib r in o ly s in 44 4* ♦_ - - - - -
T o x ic i ty 34 44 1+ - - £ 4 £ 4 14
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TABLE V II
TOXICITY OF ELECTROPHORETIC FRACTIONS
OF BOTHROPS NUMMIFERA VENOM
F r a c -  No. m ice  % m o r-  S u r v i v a l  P a th o lo g y  T oxi-
t i o n  i n j e c t e d  t a l i t y  t im e  c i t y
( h o u r s )
ATLANTIC ZONE
r%
'4 12 42 3 - 4 2*
J 3 19 42 3 - 4 2*
z 2 21 4^ 1 -4 2*
31 22 50 1 -3 3*
A1 31 97 1 /2  -  3 Lung h e m o rrh a g e 4*
A2 20 10 6 -2 4
±
A3
18 4 .4 6 -2 4 ±
\ 21 4 .6 6 -2 4
a
A5 24 6 .5 6 -2 4
*
A6 21 33 4 -2 4 l *
PACIFIC ZONE
c 4 9 76 1 / 2  -  3 Lung h e m o rrh a g e 3*
c 3 7 100 1 /2  -  3 Lung h e m o rrh a g e 4+
C2 3 67 48
1 +
C l 3 0 -
A l 3 0 -
7S
(A ^ ) , w as a  w eak f r a c t i o n *  The f i v e  s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e s  
an d  p h o s p h o d ie s t e r a s e  w ere  c o n c e n t r a t e d  i n  tw o s lo w  c a th o d a l  
b a n d s  (C^ a n d  An a n o d a l  f r a c t i o n  (A ^ ) , n e i t h e r  t o x i c
n o r  p r o t e o l y t i c ,  e x h i b i t e d  th ro m b ic  a c t i v i t y *  No s i g n i f i ­
c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  i n t e n s i t i e s  o f  enzym e a c t i v i t i e s ,  o f  
c l o t t i n g  e f f e c t s ,  h e m o ly s in s  o r  a g g l u t i n i n s  w ere  fo u n d  i n  
u n f r a c t i o n a t e d  venom o f  a n im a ls  f ro m  th e  v a r i o u s  e c o l o g i c a l  
zo n es*
I n d i v i d u a l  V a r i a t i o n
V ery  l i t t l e  v a r i a t i o n  i n  venom p r o t e i n s  was o b s e rv e d
b e tw e e n  i n d i v i d u a l s  o f  t h e  sam e e c o l o g i c a l  zone i n  t h i s
s p e c i e s .  B ands C C a n d  C ,  u s u a l l y  v e r y  weak i n  venom s
2 3 4
o f  t h e  A t l a n t i c  Z o n e , w ere  a b s e n t  i n  some s a m p le s  (e  th r o u g h  
h ,  P l a t e  X I I ) *  Venom fro m  one sp e c im e n  f ro m  th e  S o u th  P a c i ­
f i c  Zone e x h i b i t e d  one  e x t r a  c a th o d a l  b a n d  t h a t  m ig r a te d
f a s t e r  th a n  C .
4
P h y s i o l o g i c a l  a n d  D e v e lo p m e n ta l  V a r i a t i o n s
D u rin g  t h e i r  t im e  i n  c a p t i v i t y ,  venom  sa m p le s  o b ta in e d  
fro m  6 a d u l t  a n d  6 j u v e n i l e  s p e c im e n s  o f  B o th ro p s  n u m m ife ra  
w ere  c o l o r l e s s  o r  o n ly  s l i g h t l y  y e l lo w  a n d  c o n t a in e d  r e l a t i v e  
l y  lo w  s o l i d  a n d  p r o t e i n *  S uch  venom s i n v a r i a b l y  show ed a  
much lo w e r  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  a c t i v i t y  (T a b le s  V I I I  
a n d  IX ) a n d  a  much w e a k e r  y e l lo w  b an d  (A ^) on e l e c t r o p h o r e s i s  
th a n  y e l lo w  venom s ( P l a t e  X I I I ) *  No i n c r e a s e  i n  a c t i v i t y  
r e s u l t e d  when f l a v i n  a d e n in e  d i n u c l e o t i d e  w as a d d e d  t o  th e
P l a t e  X I I .  G e o g ra p h ic  a n d  i n d i v i d u a l  
v a r i a t i o n s  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  
o f  3 .  nnm m -jfera venom .
a ,  b :  S o u th  P a c i f i c  Zone
c ,  d :  C e n t r a l  P a c i f i c  Zone
e  th r o u g h  h :  A t l a n t i c  Zone
x  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  
• P r o t e o l y t i c  a c t i v i t i e s  
o P h o s p h a ta s e s
TABLE V I I I
COMPARISON OF COLORLESS AND YELLOW VENOMS 
PRODUCED BY B . NUMMIFERA {NEWBORN, JUVENILE AND ADULT)
No
a n i ­
m a ls
C o lo r l e s s  
o r  s l i g h t l y  
y e l lo w
B r ig h t
y e l lo w
S o l i d  c o n t e n t  
(g /1 0 0  m l) 6
1 0 .1 ± 2 .0 a
( 7 .2 - 1 3 .3 ) °
1 9 .9 * 3 .8
( 1 5 .4 - 2 7 .8 )
P r o t e i n  c o n te n t  
(g /1 0 0  m l) 8
4 .6 * 3 .0  
( 2 .4 - 1 1 .1 )
1 4 .0 * 3 .4
( 1 0 .3 - 2 0 .9 )
O sm o tic  p r e s s u r e  
(m .Osin/L) 10
118*100
(6 -3 3 5 )
322*12
(2 5 0 -3 9 6 )
T ry p s in
(pM t y r . / m l / l O
1 0  m i n . ) 13
230*83
(9 5 -3 5 0 )
270*33
(2 3 1 -3 7 0 )
L -am in o  a c i d  
de h y d ro g e n a s e  
(m M O g/m l/hr) 12
5 .5 * 2 .7  
( 0 .1 - 8 .5 )
2 5 .7 * 4 .2
( 1 8 .9 - 3 1 .4 )
P h o s p h a t id a s e  A 
( hd5 0 ) 13
1 :1 ,3 0 0
( 1 :6 0 6 - 1 :6 ,4 0 0 )
1 :5 ,4 2 0
(1 :4 4 4 8 -1 :1 9 0 4 0 )
AMP-ase 
(n iM P /in l/h r) 16
2 4 .7 * 2 5 .5
( 0 - 7 5 .6 )
2 7 .3 * 2 2 .3
( 8 .6 -1 1 2 )
NAD-ase
(m M P/m l/hr) 13
0 .7 * 0 .4  
( 0 .1 - 1 .4 )
1 .3 * 0 .7  
( 0 .2 - 3 .3 )
A T P-ase 
(mMF/  m l / h r ) 12
0 .3 * 0 .3  
( 0 .1 - 0 .9 )
0 .5 * 0 .3  
( 0 .1 - 1 .2 )
RNA-ase 
(p M P /m l/h r) 15
2 8 .3 * 2 9 .2
( 0 - 7 4 .1 )
1 0 1 .5 * 8 7
(0 -3 2 6 )
DNA-ase 
(p M P /m l/h r) 14
3 .5 * 4 .0  
( 0 - 1 1 .3 )
3 2 .2 * 3 0 .4
( 0 - 1 0 3 .6 )
U n s p e c i f i c  p h o s -  
phod  i e s t e r a  se  
(uM p - n i t r o p h e n o l /  
m l/5  m in .) 14
1 0 .3 * 5 .4
( 2 .5 - 2 2 .8 )
1 7 . 0 *1 1 . 8
( 5 .8 - 6 0 .0 )
a  A v g .* S .D . Range
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F lA te  X I I I .  C om parison  of* e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  
o f  y e l lo w  an d  c o l o r l e s s  venom s f ro m  £ •  Q ig H if e r a .
a .  T e llo w  sa m p le ; a d u l t  sp ec im en ~ fro m  th e  P a c i f i c  Z o n e .
b .  T e llo w  s a m p le ; a d u l t  sp e c im e n  fro m  th e  A t l a n t i c  Z o n e , 
c • C o l o r l e s s  sam p le  f ro m  sp e c im e n  t h a t  4  m on ths l a t e r
p ro d u c e d  p a t t e r n  a .  
d .  C o l o r l e s s  sam p le  f ro m  sp e c im e n  t h a t  3 m o n th s l a t e r
Sro d u c e d  p a t t e r nl i g h t l y  y e l lo w  sam p le  fro m  a n o t h e r  a d u l t  s p e c im e n  
f ro m  t h e  A t l a n t i c  Z o n e , 
f • C o m p le te ly  c o l o r l e s s  venom fro m  2 j u v e n i l e  s p e c i ­
m ens fro m  th e  A t l a n t i c  Z o n e .
i
a s s a y  m ix tu r e  (T a b le  I I ) .  S i m i l a r l y ,  o t h e r  en zy m es , w i th  
t h e  e x c e p t i o n  of* t r y p t i c  a c t i v i t y ,  w ere  l e s s  a c t i v e  i n  t h e  
c o l o r l e s s  venom s a n d  th e  e l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n s  i n  w h ich  
th e y  m ig r a te d  w ere  w e a k e r  o r  e v e n  a b s e n t .  The d im in u t io n  
o f  a c t i v i t i e s  o f  p h o s p h a ta s e s  w as m ore p ro n o u n c e d  f o r  d e ­
o x y r ib o n u c le a s e  a n d  r i b o n u c l e a s e • T r y p t i c  a c t i v i t y  w as 
a lm o s t  a s  h ig h  a s  i n  y e l lo w  v en o m s, a s  p r e d i c t e d  fro m  t h e  
e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  (T a b le  V I I I ) ,  O ut o f  a  t o t a l  o f  
13 s a m p le s  a n a ly z e d ,  o n ly  one e x h i b i t e d  a  v a lu e  o f  t r y p t i c  
a c t i v i t y  b e lo w  1 0 0  pM o f  t y r o s i n e  r e l e a s e d  a n d  o n ly  f i v e  
s a m p le s  show ed v a l u e s  b e lo w  200 pM, T h ese  lo w e r  a c t i v i t i e s  
w ere  c o r r e l a t e d  t o  e l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o r ,  w h ic h  show ed 
t h a t  b a n d s  o f  t h e s e  p a r t i c u l a r  s a m p le s  w ere  w e a k e r  th a n  
i n  c o l o r l e s s  venom s p o s s e s s i n g  n o rm a l t r y p t i c  a c t i v i t y .  
T w e n ty -se v e n  s p e c im e n s  o f  B , n n m m ife ra  w ere  b o r n  o f  
one m o th e r  i n  c a p t i v i t y .  F i f t e e n  o f  t h e s e  p ro d u c e d  c o l o r ­
l e s s  a n d  tw e lv e  p ro d u c e d  s l i g h t l y  y e l lo w  venom when m ilk e d  
one  w eek a f t e r  b i r t h .  The c o l o r  o f  venom o b ta in e d  fro m  
t h e s e  n ew b o rn s  r e m a in e d  u n c h a n g ed  a f t e r  tw o  m o n th s i n  c a p t i ­
v i t y ;  h o w e v e r, t h e y  h ad  n o t  g ro w n , Bnzyme a c t i v i t i e s  o f  
t h e s e  s a m p le s  w ere  a v e r a g e d  i n  T a b le  V I I I  w i th  t h o s e  o f  
a d u l t s  p ro d u c in g  c o l o r l e s s  venom , a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f ­
f e r e n c e s  i n  a c t i v i t i e s  w ere  fo u n d  b e tw e e n  th e  tw o a g e  g r o u p s .  
One a p p a r e n t  d i f f e r e n c e  b e tw e e n  th e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  
o f  c o l o r l e s s  venom s o f  a d u l t  a n d  new b o rn  w as n o t e d .  The 
y e l lo w  b an d  A ^, t h e  f r a c t i o n  w i th  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  
a c t i v i t y  i n  c o l o r e d  v en o m s, w as o f  m o d e ra te  c o n c e n t r a t i o n
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TABLE IX
EFFECT OF ADDITION OF FLAVIN ADENINE DINUCLEOTIDE 
ON L-AMINO ACID DEHYDROGENASE ACTIVITT 
OF COLORLESS AND SLIGHTLY YELLOW VENOMS 
OF B . NUMMIFERA
Enzyme r a t e (mM O ^ / m l / h r . )
S p ec im en
B e fo re  FAD A f t e r  EAD®
new born 4 .6 4 .1
new born 7 .7 5 .9
new born 2 .6 2 .5
new born 2 .6 2 .7
new born 0 .1 1 . 9
new born 4 .5 0 .5
new born 6 .2
a d u l t 7 .2 4 . 4
a d u l t 7 .3 5 .7
a d u l t 4 .1 3 . 6
a d u l t 6 .4
a d u l t 6 .5
a 2 0  jig  a d d e d  p e r  m l o f  r e a c t i o n  m ix tu re *
* 4
i n  new born  b u b  u n c o lo r e d  ( P l a t e  X IV )* P e rh a p s  t h e  apoensym e 
i s  p ro d u c e d  b y  t h e  y o u n g ; h o w e v e r , d i r e c t  a d d i t i o n  o f  f l a v i n  
a d e n in e  d i n u c l e o t i d e  t o  th e  a s s a y  m ix tu r e  d id  n o t  s i g n i f i ­
c a n t l y  i n c r e a s e  a c t i v i t y  (T a b le  I X ) ,
C a th o d e  f  Anode
D is ta n c e  in  Cm
P l a t e  XIV* E l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  venom 
fro m  n ew b o rn  s p e c im e n s  o f  J5. n u m m lfo ra ,
A bove: s l i g h t l y  y e l lo w  venom
B elow : c o l o r l e s s  venom
$5
B o th ro p s  p i c a d o i
B o th ro p s  p i c a d o i  i s  s o  c l o s e l y  r e l a t e d  t o  B . n u m m ife ra  
i n  s h a p e ,  c o l o r  p a t t e r n  a n d  o t h e r  m o r p h o lo g ic a l  c h a r a c t e r ­
i s t i c s  t h a t  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  d i s t i n g u i s h  one s p e c i e s  f ro m  
t h e  o t h e r  ( P l a t e  X V ). H e r p e t o l o g i s t s  ( V i a l ,  p e r s o n a l  com­
m u n ic a t io n )  c o n s i d e r  t h e  s a f e s t  m o r p h o lo g ic a l  c r i t e r i o n  
d i s t i n g u i s h i n g  t h e s e  tw o s p e c i e s  t o  b e  t h e  p r e s e n c e  o f  a  
row  o f  s m a l l  i n t e r c a l a t e d  s c a l e s  o n  b o th  s i d e s  o f  t h e  h e a d  
o f  3 .  mnwirif*era t h a t  s e p a r a t e s  i t s  r o s t r a l  a n d  n a s a l  s c a l e s .  
S u ch  a r e  a b s e n t  f ro m  B . p i c a d o i  ( T a y lo r ,  1 9 5 1 ) ( P l a t e  X V I) . 
T h is  s p e c i e s  a p p e a r s  t o  b e  r e s t r i c t e d  i n  i t s  r a n g e  t o  h ig h  
e l e v a t i o n s  i n  t h e  A t l a n t i c  Zone ( F i g .  6 ) .  A p o p u l a t i o n  o f  
4  a n im a ls  f ro m  S a r a p i q u f  w as s t u d i e d  (A p p en d ix  I ) .
Venom C o m p o s itio n
Venom fro m  th e  f o u r  a n im a ls  s t u d i e d  w as b r i g h t  y e l lo w  
a n d  v i s c o u s .  O n e - f i f t h  t o  o n e - f o u r t h  o f  t h i s  venom  w as 
s o l i d ,  o f  w h ich  p r o t e i n s  r e p r e s e n t e d  7 1 #  t o  79#»  pH w as 
a ro u n d  5«7« U n lik e  B . n u m m ife ra . b u t  l i k e  o t h e r  C r o t a l i d a e ,  
so d iu m  w as h ig h  a n d  p o ta s s iu m  lo w . C h lo r id e  c o n c e n t r a t i o n  
w as low  a n d  p h o s p h a te  w as a b s e n t  (A p p e n d ix  I I ) .
Bnsvme A c t i v i t i e s
B . p i c a d o i  venom  p o s s e s s e d  m ild  d i r e c t  a n d  i n d i r e c t  
h e m o ly s in s  a n d  human r e d  b lo o d  c e l l  a g g l u t i n i n s .  I t  l a c k e d  
a c i d  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h o m o n e s te r a s e s ,  c a t a l a s e  a n d  c h o -  
1 i n e s t e r a s e .  A d e n o s in e - 5 f -m o n o p h o sp h a ta se  w as t h e  m o s t
P l a t e  IV . B o th ro p s  p i c a d o i
o *
F i g .  6 .  D i s t r i b u t i o n  o f  th e  
ju m p in g  v i p e r s  s t u d i e d .
•  B . m im m lfara  o  B . p i c a d o i
$7
NASALS
INTERCALATED 
SCALES
ROSTRAL
3 .  num m ifftra
NASALS
B. p i c a d o i
P l a t e  I V I .  M o rp h o lo g ic a l  d i f f e r e n t i a t i o n  
o f  B . o i c a d o i  fro m  B* n n m m lfe ra .
a c t i v e  s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e *  Among t h e  l e s s  a c t i v e  p h o s ­
p h a t a s e s  ,  t h e  lo w e s t  v a l u e s  w ere  fo u n d  f o r  d e o x y r ib o n u ­
c l e a s e  an d  r i b o n u c l e a s e  (A p p e n d ic e s  V II  a n d  V I I I ) .
E l e c t r o p h o r e t i c  F r a c t i o n a t i o n
A c o m p le te  a b s e n c e  o f  c a t h o d a l  f r a c t i o n s  a n d  p o s s e s ­
s i o n  o f  a  l a r g e  num ber o f  a n o d a l  b a n d s  w as t h e  c h a r a c t e r i s ­
t i c  f e a t u r e  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  t h i s  venom  
a t  pH 6 . 6 .  L -am in o  a c i d  deh y d ro g e n s e e  w as a  v e r y  d i s t i n c t  
a n d  d e e p ly  s t a i n e d  b an d  o f  m o d e ra te  m o b i l i t y .  Venom e l e c t r e  
p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  t h e  f o u r  i n d i v i d u a l s  w ere  a lm o s t  id e n ­
t i c a l  (e  th r o u g h  h ,  P l a t e  X V I I ) .  Venom p a t t e r n  o f  one 
a n im a l  d id  n o t  v a r y  d u r in g  t h e  y e a r  i n  w h ic h  i t  l i v e d  i n  
t h e  s e r p e n ta r iu m  (a  th r o u g h  e ,  P l a t e  X V II ) .
S in c e  t h e  venom p o s s e s s e d  a c t i v e  p h o s p h a ta s e s  i n  s p i t e  
p f  t h e  f a c t  t h a t  i t  l a c k e d  c a th o d a l  b a n d s ,  on  w h ic h  t h e s e  
a c t i v i t i e s  w ere  fo u n d  i n  venom s o f  o t h e r  B o th r o p s . i t  w as 
im p o r ta n t  t o  f r a c t i o n a t e  t h e  venom an d  l o c a l i s e  t h e  p h o s ­
p h a t a s e s  a lo n g  th e  p a t t e r n .  T a b le  X show s t h a t  s p e c i f i c  
an d  u n s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e s  w e re  fo u n d  on  t h e  tw o  s lo w e s t  
a n o d a l  b a n d s .
P l a t *  X V II . S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  
o f  B* p i c a d o i  v e n o a  ( d i l u t e d  1 : 2  w i t h  0»&5%  
N a C l) .
g  th r o u g h  s .: S a a p le s  ta k e n  f r o a  one  i n d i v i d u a l
d u r in g  a n  e i g h t  a o n th  p e r i o d  a n d  
s t o r e d  f r o e e n  f o r  2 4 0 , 1 7 4 , 6 2 ,  2 
a n d  0  d ay s*
f ,  g  a n d  h :  S a a p le s  f r o a  t h r e e  o t h e r  s p e c ia e n s
a n d  k e p t  f r o s e n  f o r  1 2 6 ,  3 4  a n d  3 
d ay s*
x  L - a a in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  
o  P h o s p h a ta s e s
TABLE X
LOCALIZATION OF PHOSPHATASE ACTIVITIES 
ON THE STARCH-GEL ELECTROPHORETIC PATTERN 
OF BOTHROPS PICADOI VENOM
Phosphatase ----------------------------
A ctiv ity  A1 A2 A^
Adenosine-5f- 
monophosphatase 4+ 4* 2 +
NftdotiftAMMde-
dinucleotidase 4+ 4t t
Adanosine- 
triphosphatase 4* 4+ -
Deoxyribonuclease + -
Ribonuclease + * -
Unspecific phos­
phodiesterase 4+ 4+
E lectrophoretic frac tio n
A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10
2+ *  
t
-*■ 4-
OTHER LANCE-HEAD SNAKES
S ev en  a d d i t i o n a l  s p e c i e s  o f  t h e  g e n u s  B o th ro p s  o c c u r  
w i t h i n  C o s ta  R i c a .  A l l  o f  t h e s e  a r e  s m a l l  s n a k e s .  They 
c a n  be g ro u p e d  i n t o  t h r e e  ty p e s  on  t h e  b a s i s  o f  m o rp h o lo g y  
a n d  h a b i t a t .  ( 1 )  Palm  v i p e r s  a r e  a r b o r e a l  a n d  h av e  a  p r e ­
h e n s i l e  t a i l ,  w id e  h e a d s  an d  lo n g  f a n g s  r e l a t i v e  t o  t h e i r  
s i s e .  T h ese  a n im a ls  a r e  d a n g e ro u s  a s  th e y  h a v e  a  c o l o r  
p a t t e r n  t h a t  b l e n d s  w i th  f o l i a g e  s u c h  a s  t h a t  o f  c o f f e e  
t r e e s .  C o f fe e  p i c k e r s  a r e  o f t e n  v i c t i m s  o f  t h e s e s n a k e s .
The h a n d s  a n d  f a c e  a r e  common s i t e s  o f  b i t e s .  (2 )  Hog-  
n o s e  v i p e r s  a r e  t e r r e s t r i a l  a n d  r e c o g n i s e d  b y  t h e i r  u p tu r n e d  
s n o u t s .  (3 )  The h ig h la n d s  v i p e r  i s  a  s m a l l  t e r r e s t r i a l  s n a k e  
fo u n d  a t  h ig h  e l e v a t i o n s .
B o th ro p s  s c h l e g e l i  
The h o m e d  p a lm  v i p e r  o r  e y e l a s h  v i p e r  h a s  tw o  o r  
t h r e e  o f  s e v e r a l  s c a l e s  ab o v e  t h e  e y e  d i r e c t e d  upw ard  i n  
t h e  fo rm  o f  s p in y  h o r n s .  T h is  s p e c i e s  i s  a l s o  c h a r a c t e r i s e d  
b y  e x tre m e  v a r i a t i o n  i n  h u e ,  tw o  c o l o r  p h a s e s  b e in g  r e c o g ­
n i s e d ;  o n e  i s  g r e e n i s h  o r  o l i v e  s p e c k le d  w i th  b l a c k  a n d  r e d  
a n d  th e  o t h e r  i s  lem on  o r  o ra n g e  y e l lo w  ( P l a t e  X V I I I ) .
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P l a t e  X V I I I .  B o th ro p s  s c h l e g e l i
A bove: g r e e n  p h a s e  
B elow : y e l lo w  p h a s e
93
E ig h ty - n in e  e y e l a s h - v i p e r s  w ere  o b t a in e d  fro m  a l l  e c o l o g i c a l  
z o n e s  o f  C o s ta  R i c a ,  e x c e p t  t h e  N o r th  P a c i f i c  Zone ( F i g .  7 )*  
An i n d i r e c t  h e m o ly s in ,  c o m p a ra b le  i n  p o te n c y  t o  t h a t  
o f  B . a t r o x  w as fo u n d  i n  venom  o f  b o th  c o l o r  p h a s e s *  I t  
l a c k e d  d i r e c t  h e m o ly s in s  a n d  a g g l u t i n i n s *  P ic a d o  (1 9 3 1 ) 
r e p o r t e d  h e m o ly t ic  a n d  a g g l u t i n a t i n g  p r o p e r t i e s  i n  venom  
o f  t h i s  s p e c i e s *  He fo u n d  t h a t  venom o f  t h e  g r e e n i s h  a n i ­
m a ls  h e m o ly se d  c h ic k e n  r e d  b lo o d  c e l l s  b u t  t h i s  p r o p e r t y  
w as a b s e n t  f ro m  venom  o f  y e l lo w  a n im a ls *  He c o n d u c te d  some 
e x p e r im e n ts  t h a t  seem ed  t o  p ro v e  t h e  p r e s e n c e  o f  n e u r o ­
t o x i n s  i n  t h i s  venom*
S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w as p e r fo rm e d  on  venom s 
c o l l e c t e d  f ro m  27 s p e c im e n s  o f  b o th  c o l o r  p h a s e s  o f  B* 
s c h l e g e l i  f ro m  t h e  A t l a n t i c  a n d  t h e  P a c i f i c  Z ones*  E l e c t r o ­
p h o r e t i c  p a t t e r n s  show ed a  l a r g e r  num ber o f  a n o d a l  t h a n  
c a t h o d a l  f r a c t i o n s ,  b u t  v e r y  d e e p ly  s t a i n e d  c a t h o d a l  b a n d s  
a c c o u n te d  f o r  a b o u t  kO% o f  t h e  t o t a l  p r o t e i n s *  L -am in o  
a c i d  d e h y d ro g e n a s e  w as a  d i f f u s e  a n o d a l  b a n d  o f  m o d e ra te  
m o b i l i t y  ( P l a t e  X IX )* The f o l l o w i n g  v a r i a t i o n s  among 
venom  p a t t e r n s  o f  i n d i v i d u a l  s n a k e s  w e re  d e t e c t e d :
(1 )  S lo w e s t  a n o d a l  b an d  w as a b s e n t  o r  w eak ( g  a n d  b ,  P l a t e  
XIX) o r  I n t e n s e  ( d ,  g., f ,  P l a t e  XIX)* (2 )  S lo w e s t  c a t h o d a l  
b a n d  w as w eak ( g ,  £ ,  f ,  g ,  P l a t e  XIX) o r  i n t e n s e  d ,  g ,  
P l a t e  X IX ) . (3 )  P r e s e n c e  o f  a d d i t i o n a l  v e r y  f a s t  a n o d a l  
f r a c t i o n s  i n  some s a m p le s  ( g ,  g ,  f ,  P l a t e  XIX )* (4 )  Oc­
c a s i o n a l  a b s e n c e  o f  t h e  w ea k , f a s t e s t  c a t h o d a l  b an d *
P la t e  I I I *  S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s
o f  venom s o f  B* s c h l e g e l i *
a  th r o u g h  d :  A t l a n t i c  Zone ( y e l lo w  p h a s e )
f  a n d  h :  A t l a n t i c  Zone ( g r e e n  p h a s e )
e  a n d  g :  C e n t r a l  P a c i f i c  Zone ( g r e e n  p h a s e )
X L—am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e *
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A lth o u g h  p e o p le  o f  C o s ta  R ic a  com m only c o n s i d e r  t h e  
y e l lo w  a n d  t h e  g r e e n  p h a s e s  o r  t h e  e y e l a s h  v i p e r  a s  tw o 
d i f f e r e n t  s p e c i e s ,  t h e  s i m i l a r i t y  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  
p a t t e r n s  o f  t h e  tw o  ty p e s  s u p p o r t s  t h e i r  c l a s s i f i c a t i o n  
i n  t h e  sam e s p e c i e s .  The v a r i a t i o n s  i n  p a t t e r n s  w ere  n o t  
c o r r e l a t e d  w i th  e i t h e r  c o l o r  p h a s e  o r  g e o g r a p h ic  d i s t r i b u ­
t i o n  o f  t h e  s n a k e s .
B o th ro p s
The p a r r o t  p a lm  v i p e r  i s  a p p a r e n t l y  fo u n d  o n ly  i n  
C o s ta  R ic a  ( D i tm a r s ,  1 9 4 6 ) .  B e in g  a  c l o s e  r e l a t i v e  o f  B . 
s c h l e g e l i .  i t  h a s  many o f  t h e  sam e c h a r a c t e r i s t i c s .  The 
l a c k  o f  s p in y  h o r n s  a n d  i t s  c o l o r  p a t t e r n  a r e  d i s t i n g u i s h i n g .  
I t  i s  g r e e n  a b o v e  a n d  b e n e a th  w i th  a  y e l lo w  l i n e  a lo n g  e a c h  
s i d e  an d  y e l lo w  s p o t s  on  t h e  b a c k  ( P l a t e  X X I) . F o u r  s p e c i ­
m ens w ere  o b t a i n e d  f ro m  t h e  A t l a n t i c  a n d  C e n t r a l  P a c i f i c  
Z o n es  ( F i g .  7 ) .
P ic a d o  (1 9 3 1 )  fo u n d  a n t i c o a g u l a n t  p r o p e r t i e s  i n  t h i s  
v enom . From h i s  o b s e r v a t i o n  o f  human a c c i d e n t s ,  h e  c o n ­
s i d e r e d  t h a t  t h i s  venom  h a s  v e r y  p ro n o u n c e d  l o c a l  a c t i o n  
b u t  d o e s  n o t  p ro d u c e  s y s te m ic  e f f e c t s .
The e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  t h i s  venom  w as c h a r a c ­
t e r i z e d  b y  a  l a r g e  num ber o f  a n o d a l  f r a c t i o n s  a n d  o n ly  one  
w eak b a n d  o f  c a th o d a l  m ig r a t i o n  ( P l a t e  X X X I). L -a m in o  a c i d  
d e h y d ro g e n a s e  w as a  d i f f u s e  b r i g h t  y e l lo w  b a n d .
B o th ro p s  n a s u t a
The n o s e - h o r n e d  v i p e r  i s  a  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  h o g -
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n o s e d  g ro u p  o f  p i t  v ip e r s *  I t s  s n o u t  e n d s  i n  a  p r o b o s c i s -  
l i k e  ap p e n d ag e *  S p ec im en s  w ere  o b ta in e d  f ro m  a l l  e c o l o g i ­
c a l  z o n e s  o f  C o s ta  R ic a  (F ig *  7 )*
A m ild  p h o s p h a t id a s e  a c t i v i t y ,  c o m p a ra b le  i n  p o te n c y  
t o  t h a t  o f  ju m p in g  v i p e r s ,  w as d e t e c t e d  i n  t h i s  venom* No 
d i r e c t  h e m o ly t ic  a c t i v i t y  w as fo u n d *  P ic a d o  (1 9 3 1 )  o b s e rv e d  
i t s  c o a g u la n t  p r o p e r t i e s  b u t  fo u n d  t h a t  i t  w ou ld  n o t  h em o ly se  
human r e d  b lo o d  c e l l s *  T h is  venom  seem s t o  p o s s e s s  a  
s t r o n g  l o c a l  a c t i o n *  Soon a f t e r  a n  a s s i s t a n t  w as b i t t e n  
on  th e  f i n g e r  b y  a  v e r y  s m a l l  s p e c im e n , m ilk e d  j u s t  a  few  
m in u te s  b e f o r e  t h e  a c c i d e n t ,  he  d e v e lo p e d  much p a i n  an d  
s w e l l in g *  P ic a d o  (1 9 3 1 ) a l s o  o b s e rv e d  th e  s t r o n g  l o c a l  
a c t i o n  o f  t h i s  venom , when one  o f  h i s  a s s o c i a t e s  w as b i t t e n *  
E l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  venom s f ro m  s p e c im e n s  o f  
B* n a s u t a  f ro m  th e  A t l a n t i c  a n d  P a c i f i c  Z o n es  show ed a  p r e ­
dom in an ce  o f  a n o d a l  b an d s*  -T hese  a c c o u n te d  f o r  o v e r  95% 
o f  t h e  t o t a l  p r o t e i n  o f  t h e  venom . O n ly  one o r  tw o  w eak 
c a t h o d a l  b a n d s  w ere  e v id e n t*  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  
m ig r a te d  i n  a  b a n d  o f  m o d e ra te  v e l o c i t y ,  w h ic h  s t a i n e d  v e r y  
i n t e n s e l y *  Some m in o r  v a r i a t i o n s  w ere  d e t e c t e d  i n  e l e c -  
t r o p h e r o g ra m s  o f  venom s f ro m  d i f f e r e n t  s p e c im e n s  ( P l a t e  X X ).
B o th ro P S  gndm ani 
T h is  h ig h la n d s  v i p e r  h a s  a n  a v e r a g e  l e n g t h  o f  l e s s  
th a n  tw o  f e e t  a n d  i s  fo u n d  i n  a r e a s  o f  c o o l  c l i m a t e  a t  
e l e v a t i o n s  o v e r  5 ,0 0 0  f e e t *  The c o l o r  p a t t e r n  i s  p a l e  b ro w n  
o r  g r a y  w i th  d a r k e r  m a rk in g s *  I t  i s  a  v e r y  i r r i t a b l e  an d
P la to  XX. S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c
p a t t e r n s  o f  venom s o f  B . n a s u t a .
4 - f ,  h :  A t l a n t i c  Z o n e .
£ :  C e n t r a l  P a c i f i c  Z o n e ,
x  L—am in o  a c i d  d e h y d r o g e n a s e .
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v o r a c i o u s  sn a k e  ( P l a t e  I H I ) «  S p e c im e n s  f ro m  th e  A t l a n t i c  
a n d  C e n t r a l  P a c i f i c  Z ones t ie r e  o b t a in e d  (P ig *  7 )*  A n o d a l 
b a n d s  f a r  o u tn u m b e re d  c a th o d a l  f r a c t i o n s  i n  t h i s  venom 
( P l a t e  X X II ) .
P l a t e  IT T , B o th ro p s  l a t e r a l i s
P l a t e  X X II . B o th ro p s  y n d m n i
F i g .  7 .  D i s t r i b u t i o n  o f  t h e  s m a l l  
l a n c e - h e a d  v i p e r s  s t u d i e d .
•  B . s c h l e e e l i
o B . l a t e r a l i s
x  B . n a s u t a
A B. yodmani
OTHER CROTALIDAE
O n ly  tw o s p e c i e s  o f  p i t  v i p e r s  t h a t  a r e  n o t  l a n c e -  
h e a d s  a r e  fo u n d  s o u th  o f  M exico*  One o f  t h e s e  i s  t h e  r a t t l e  
s n a k e ,  C p p ta lu s  d u r i s s u s ;  t h e  o t h e r  i s  t h e  fam o u s  b u s h -  
m a s t e r ,  « m u ta .
L a c h e s is  m uta
The b u s h m a s te r  i s  t h e  o n ly  s p e c i e s  o f  i t s  g e n u s *  I t  
i s  t h e  l a r g e s t  v i p e r  i n  t h e  w o r ld ,  r e a c h in g  a  l e n g t h  o f  
1 2  f e e t  a n d  th e  o n ly  A m eric an  v i p e r  t h a t  l a y s  e g g s  ( D i t a a r s ,  
1 9 4 6 )*  M o r p h o lo g ic a l ly  i t  i s  m ore c l o s e l y  r e l a t e d  t o  r a t t l e  
s n a k e s  th a n  t o  la n c e - h e a d s *  A lth o u g h  i t s  r a n g e  e x te n d s  
f ro m  C o s ta  R ic a  th r o u g h  B r a s i l ,  i t  i s  m ore f r e q u e n t l y  fo u n d  
i n  C o s ta  R ic a  a n d  Panam a* I t s '  g ro u n d  c o l o r  i s  a  p a l e  brow n* 
A s e r i e s  o f  d a r k  b row n  o r  b l a c k  b l o t c h e s  o c c u r  a lo n g  i t s  
b o d y , w id e  o n  t h e  b a c k  an d  n a r ro w  o n  t h e  s i d e s *  The p a t ­
t e r n  o f  b l o t c h e s  i s  q u i t e  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  ju m p in g  
v i p e r  a n d  th e  r e v e r s e  o f  t h e  f e r - d e - l a n c e *  The b u s h m a s te r
i
v i b r a t e s  i t s  r a t t l e l e s s  t a i l  i n  a  m an n er s i m i l a r  t o  r a t t l e ­
s n a k e s *  F o r  t h i s  r e a s o n  i t  i s  c a l l e d  t h e  m ute r a t t l e r  i n  
C e n t r a l  A m eric a  ( P l a t e  X X III )  * T h is  s n a k e  h a s  b e e n  c o n -
P la t e  X X III• l a c h e a i s  muta
F ig *  S* D i s t r i b u t i o n  o f  o t h e r  
c r o t a l i d  s n a k e s  s tu d i e d *
•  l a c h e s i s  m uta  
x  C r o t a lu s  d u r i s s u s
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s i d e r e d  a s  c o n f in e d  t o  th e  S o u th  P a c i f i c  Zone o f  C o s ta  
R ic a *  H ow ever, m o s t o f  t h e  s p e c im e n s  o b t a i n e d  w e re  c a p ­
t u r e d  i n  s e v e r a l  l o c a l i t i e s  o f  t h e  A t l a n t i c  Zone ( F i g .  B ) .
The venom  e l e c t r o p h e r o g r a m  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  a b ­
s e n c e  o f  c a t h o d a l  b a n d s  a n d  p o s s e s s i o n  o f  a  d i s t i n c t  y e l lo w  
b an d  o f  m o b i l i t y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  B o th ro p s  L -am in o  a c i d  
d e h y d ro g e n a s e s  ( P l a t e  X X X I). A c c o rd in g  t o  P ic a d o  (1 9 3 1 )
L . m u ta  venom i s  h i g h l y  h e m o ly t ic  a n d  e x h i b i t s  t h e  m o s t 
p ro n o u n c e d  a g g l u t i n a t i n g  p o w er o f  a l l  venom s o f  Cosfea R ic a n  
s n a k e s .  He r e p o r t e d  a l s o  t h a t  t h i s  venom p o s s e s s e s  a  
s t r o n g  l o c a l  a c t i o n .  E n y en o m a tio n  b y  t h e  h u g e  b u s h m a s te r  
c a n  n o t  be  c o u n t e r a c t e d  b y  th e  s o - c a l l e d  p o l y v a l e n t  s e r a  
p r e p a r e d  w i th  venom s o f  g e n e r a  B o th ro p s  a n d  C r o t a l u s  ( P ic a d o ,  
1 9 3 1 ; B u c h e r l ,  1 9 6 1 ) .
C ro t a l u s  d u r i s s u s
The * * c a sc a b e la ”  i s  t h e  o n ly  s p e c i e s  o f  r a t t l e s n a k e  
fo u n d  i n  C o s ta  R i c a .  I t  p o s s e s s e s  a  d iam o n d b ack  d e s ig n  b u t  
h a s  e l o n g a t e  b a n d s  on i t s  n e c k .  T h ese  a r e  h e a v y  b o d ie d  
a n im a l s  w i th  a  r i d g e  o n  t h e i r  b a c k s  a n d  w i th  a  h e a d  t h a t  
i s  p r o p o r t i o n a t e l y  s m a l l  ( P l a t e  X X IV ). T h is  s p e c i e s  i s  r e ­
s t r i c t e d  t o  t h e  d r i e r  a r e a s  o f  C o s ta  R i c a ,  i n  t h e  N o r th  a n d  
C e n t r a l  P a c i f i c  Z o n es ( F i g .  B ) .  F o r ty  b i g  a n i m a l s ,  m o st 
o f  them  c a p tu r e d  i n  t h e  N o r th  P a c i f i c  Zone (P r o v in c e  o f  
G u a n a c a s te ) ,  w ere  s t u d i e d .  V ork  w as c a r r i e d  o u t  a l s o  w i th  
venom s fro m  t w e n t y - t h r e e  y o u n g s b o r n  i n  t h e  s e r p e n t a r i u m .
P l a t e  X H V . B ig  sp e c im e n  o f  C r o ta lu a  d u r i s s u s
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G ro ss  C o m p o s itio n  o f  Venom
A bout one f o u r t h  o f  t h i s  venom was s o l i d ,  o f  w h ich  
p r o t e i n s  a c c o u n te d  f o r  75#» pH was i n  th e  n e ig h b o rh o o d  
o f  5*7 A verage  sod ium  c o n c e n t r a t i o n  w as a ro u n d  200 m Eq/L, 
w h e re a s  p o ta s s iu m  l e v e l  was b e lo w  1 0  m Eq/L. A v erag e  
c h l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  was 25 m Eq/L . P h o s p h a te  w as a b s e n t  
(A p p en d ix  I I ) .
E f f e c t s  on B lood  C l o t t i n g  an d  A c t io n  on B inan  E r y th r o c y te s
T h is  venom e x h i b i t e d  tw o a c t i o n s  on c l o t t i n g  o f  human 
p la sm a  a n d  b o v in e  f i b r i n o g e n :  a  c l o t  p ro m o tin g  a c t i o n  a t
h ig h  d i l u t i o n s  due t o  a  th r o m b in - l ik e  s u b s ta n c e  a n d  a n  i n ­
h i b i t o r y  e f f e c t  o f  f i b r i n o l y t i c  n a t u r e  a t  h ig h  c o n c e n t r a ­
t i o n s  o f  venom . I t  c o n ta in e d  no p ro th ro m b in a s e  a c t i v i t y  
(A p p e n d ice s  I I I ,  IV , an d  V ) .  P ic a d o  (1 9 3 1 ) a l s o  fo u n d  i n  
t h i s  venom th e  d o u b le  c h a r a c t e r  o f  d e l a y in g  c o a g u l a t i o n  
when ad d e d  t o  r a b b i t  b lo o d  an d  o f  p ro d u c in g  c l o t t i n g  o f  
c i t r a t e d  b lo o d .  S a g le  (1 9 3 7 ) r e p o r t e d  on th e  c o a g u la n t  
a c t i o n  o f  venom o f  th e  B r a s i l i a n  s u b s p e c i e s ,  C r o t a lu s  t e r -  
r i f i c u s  (=  C* d u r i s s u s  t e r r i f i c u s s K la u b e r ,  1 9 5 6 ) ;  a n t i ­
c o a g u la n t  p r o p e r t i e s  have  a l s o  b e e n  fo u n d  i n  venom o f  th e  
3 o u th  A m erican  r a t t l e s n a k e  ( K lo b u s i t s k y ,  1 9 6 1 ) .
£ •  d u r i s s u s  venom p o s s e s s e d  a  m ild  i n d i r e c t  h e m o ly s in  
f o r  human e r y t h r o c y t e s  b u t  i t  l a c k e d  d i r e c t  h e m o ly s in s  an d  
a g g l u t i n i n s  (A p p e n d ice s  V II  an d  I X ) .  W ith in  t h e  u s u a l  r a n g e  
o f  venom d i l u t i o n s  u s e d  t o  m easu re  h e m o ly t ic  a c t i v i t y  i n
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w e s te r n  d iam o n d b ack  o r  f e r - d e - l a n c e  venom s ( 1 :4 0 0 ,0 0 0  t o  
1 :4 * 0 0 0 ,0 0 0 )  n o  h e m o ly s is  o c c u r s  w i th  venom  o f  C . d u r i s s u s .  
T h is  low  a c t i v i t y  e x p l a i n s  why some i n v e s t i g a t o r s  c o n ­
s i d e r e d  t h a t  C . d u r i s s u s  venom  c o n t a in e d  no  h e m o ly s in s  f o r  
human e r y t h r o c y t e s  ( P ic a d o ,  1 9 3 1 ) .
O th e r  Bnzvme A c t i v i t i e s
P r o t e o l y t i c  enzym es o f  t h e  t r y p t i c ,  c h y m o t r y p t ic ,  
r e n n i n  a n d  p a p a in  t y p e s  w ere  fo u n d  i n  C . d u r i s s u s  venom , 
b u t  p e p s i n ,  c a t h e p s i n ,  a c i d  a n d  a l k a l i n e  p h o s p h o m o n o e s te ra s e s ,  
c a t a l a s e  a n d  c h o l i n e s t e r a s e  w ere  a b s e n t  (A p p e n d ic e s  VI an d  
I I ) .  A d e n o s in e -5 * -m o n o p h o s p h a ta s e  w as t h e  m o st a c t i v e  
s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e .  N ic o t in a m id e  d i n u c l e o t i d a s e  a n d  
a d e n o s i n e - t r i p h o s p h a t a s e  a c t i v i t i e s  w ere  a b o u t  1 0  t im e s  
lo w e r  th a n  a d e n o s in e - 5 * -m o n o p h o s p h a ta s e . R ib o n u c le a s e  a n d  
d e o x y r ib o n u c le a s e  a c t i v i t i e s  w ere  v e r y  f e e b l e  (A p p e n d ix  V I I I ) .
P ic a d o  (1 9 3 1 ) e a r l y  e m p h a s iz e d  th e  g e o g r a p h ic  v a r i a ­
t i o n  i n  s i t e  o f  t o x i c  a c t i o n  o f  venom s o f  t h e  N e o t r o p ic a l  
r a t t l e s n a k e .  The S o u th  A m e ric an  s u b s p e c i e s ,  <3. d u r i s s u s  
t e r r i f i c u s . p ro d u c e s  venom s w i th  s t r o n g  n e u r o to x ic  a c t i o n  
a n d  a lm o s t  n o  l o c a l  e f f e c t s .  The M ex ican  s u b s p e c i e s ,  £ •  
d u r i s s u s  c u l m in a tu s . l i k e  s p e c i e s  o f  C ro t a l u s  fo u n d  i n  t h e  
U n i te d  S t a t e s ,  p ro d u c e s  venom s w i th  i n t e n s e  l o c a l  e f f e c t s  
b u t  no  n e u r o to x ic  a c t i o n s  (Van H e y n in g e n , 1 9 5 4 )*  T o x ic  
a c t i o n  o f  t h e  C o s ta  R ic a n  s u b s p e c i e s ,  C . d u r i s s u s  d u r i s s u s . 
c o m b in es  n e u r o to x ic  a n d  l o c a l  e f f e c t s .
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g l e e t r o n h o r e t i c  F r a c t i o n a t i o n
The e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  C . d u r i s a u a  venom  w as 
c h a r a c t e r i s e d  b y  a  p re d o m in a n c e  o f  a n o d a l  f r a c t i o n s  (7  b a n d s )  
o v e r  c a th o d a l  f r a c t i o n s  (2  b a n d s )  P l a t e  XXV)•
Venom fro m  one sp e c im e n  fro m  t h e  N o r th  P a c i f i c  Zone 
w as f r a c t i o n a t e d  t o  l o c a l i z e  enzym e a c t i v i t i e s  an d  t o x i c i t y  
o f  b a n d s  a lo n g  th e  p a t t e r n  (T a b le s  XI a n d  X I I ) .  A l l  p h o s ­
p h a t a s e s  w ere  fo u n d  i n  a  w eak b a n d , t h e  s lo w e s t  among 
th o s e  m ig r a t in g  to w a rd  th e  c a t h o d e .  The y e l lo w  L -am in o  
a c i d  d e h y d ro g e n a s e  w as t h e  s lo w e s t  a n o d a l  f r a c t i o n ,  a n d  
a g a in  p h o s p h a t id a s e  w as o f  w eak c o n c e n t r a t i o n  a n d  o n e  o f  
t h e  f a s t e s t  a n o d a l  b a n d s .  A l l  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s , i n c l u d ­
in g  f i b r i n o l y t i c  a c t i v i t y ,  m ig r a te d  i n  a  c o n c e n t r a t e d  b a n d ;  
t h e  f a s t e s t  c a t h o d a l  b an d  o f  t h e  p a t t e r n .  T h ro m b in - l ik e  
a c t i v i t y  w as l o c a l i z e d  i n  a  b ro a d  d i f f u s e  a n o d a l  b a n d ,  w h ic h  
w as h i g h l y  t o x i c .
C r o to x in ,  a  p r o t e i n  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  t o x o c i t y  o f  
venom o f  t h e  S o u th  A m eric an  r a t t l e s n a k e ,  i s  a  n e u r o t o x i n  
a n d  c o m p r is e s  60%  o f  t h e  t o t a l  p r o t e i n  o f  t h e  venom . I t  
w as i s o l a t e d  a n d  c r y s t a l l y s e d  b y  s a l t  f r a c t i o n a t i o n  m e th o d s  
( S l o t t a  an d  F r a e n k e l - C o n r a t ,  1 9 3 # , 1 9 3 9 )*  A lth o u g h  c r o t o x i n  
w as hom ogeneous b y  s o l u b i l i t y ,  e l e c t r o p h o r e t i c  a n d  u l t r a ­
c e n t r i f u g a l  c r i t e r i a  ( G ra le n  a n d  S v e d b e rg ,  193® ; S l o t t a  
an d  F r a e n k e l - C o n r a t ,  1 9 3 9 ) ,  i t  e x h i b i t e d  a l s o  p h o s p h a t id a s e  
a c t i v i t y .  F r a e n k e l - C o n r a t  a n d  S in g e r  (1 9 5 6 )  s e p a r a t e d  c r o ­
t o x i n  i n t o  tw o  f r a c t i o n s  b y  m eans o f  t h e  f l u o r o - d l n i t r o -
P l a t e  XXV. S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  
venom fro m  one sp e c im e n  o f  C r a t^ lu g  d u r i s s u e .
TABLE XI
ENZYME A C T IV IT IE S  AND TO X IC ITY  
OF ELECTROPHORETIC FRACTIONS 
OF VENOM OF ONE SPECIM EN 
OF CROTALUS DURISSUS
A ctiv ity
E lectrophoretic frac tio n
ct ci A1 *2 A? \ A,5 A6 A?
Phosphatases - 4+ 2* - - -
L-amino acid 
dehydrogenase - - 4 4 - - - - -
Phosphatidase A - - - - - - t 44 -
Trypsin k* I t - - - - - - -
Chymotrypsin 4* - - - - - - - -
Papain 4* - - - - - - - -
Rennln 4* - - - wm - - - -
Thrombin - t ♦ t - - 44 34 i
F ib rino lysln 4* 2* ♦ * - - - - -
Toxicity 2 4 2+ !♦ 1* 3* 3+ 4+ 24 14
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TABLE X I I
TOXICITY OF ELECTROPHORETIC FRACTIONS 
OF VENOM FROM ONE SPECIMEN 
OF CR0TALU3 DURI38U3
F r a c t i o n  N o. m ice  % m o r t a l i t y  S u r v i v a l  T o x i c i t y  
i n j e c t e d  t im e
______________________________________________ (h o u r s )_______________
°2 4 50 3 -2 4 2 ♦
°1 8 50 3 -2 4 2 4
A1 7 14 1 2 -2 4 1 +
A2 5 20 1 2 -2 4 1+
A3
8 8 8 5 -4  8 3 +
\ 7 8 6 5 -4  8 3 +
A5
20 95 4 -1 2 4 +
A6 15 53 1 7 -2 4 2 ♦
3 33 1 2 -3 6 1+
I l l
b e n s e n e  r e a c t i o n .  They c o n c lu d e d  t h a t  c r o t o x i n  w as a  f i r m  
co m p lex  b e tw e e n  a n  a c i d i c  a n d  a  b a s i c  p r o t e i n .  H ow ever, 
s i n c e  t h i s  m eans o f  f r a c t i o n a t i o n  d e s t r o y s  a l l  a c t i v i t i e s ,  
t h e y  w ere  u n a b le  t o  i d e n t i f y  t h e  c o m p o n e n ts . Neumann 
(1 9 5 5 ) s e p a r a t e d  c r o t o x i n  i n t o  a  n e u r o t o x i n  a n d  a  n o n ­
t o x i c  p h o s p h a t id a s e  b y  c h ro m a to g ra p h y . Neumann nam ed th e  
t o x i c  f r a c t i o n  c r o t a c t i n  a n d  s t u d i e d  i t s  b io c h e m ic a l  a n d  
p h a r m a c o lo g ic a l  p r o p e r t i e s  e x t e n s i v e l y  (Neumann a n d  H a b e r -  
m ann, 1955* H aberm ann a n d  Neum ann, 1 9 5 6 ) .
Of t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n s  s e p a r a t e d  o n  t h e  
s t a r c h - g e l  f ro m  venom  o f  t h e  C e n t r a l  A m eric a n  r a t t l e s n a k e  
s u b s p e c i e s ,  f r a c t i o n  A^ h a d  a  c l o s e  r e s e m b la n c e  t o  c r o t a c t i n .  
T h is  f r a c t i o n  c o m p r is e d  a b o u t  a  f o u r t h  o f  t h e  t o t a l  venom  
a n d  e x h i b i t e d  t h e  h i g h e s t  t o x i c i t y  o f  a n y  f r a c t i o n .  H if*  
c r o t a c t i n ,  f r a c t i o n  A^ w as p h o s p h a t id a s e  f r e e .  H ow ever, 
t h e  p r o x im i t y  o f  f r a c t i o n  A^ t o  t h e  p h o s p h a t id a s e  c o n ­
t a i n e d  i n  f r a c t i o n  A^ s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  tw o  a c t i v i t i e s  
m ig h t  b e  d i f f i c u l t  t o  s e p a r a t e .  F r a c t i o n  A^ d i f f e r r e d  f ro m  
c r o t a c t i n  i n  e x h i b i t i n g  s t r o n g  th ro m b ic  a c t i v i t y .
The f a c t  t h a t  p r o t e o l y t i c  a n d  f i b r i n o l y t i c  a c t i v i t i e s  
w e re  l o c a t e d  i n  a  c a t h o d a l  b a n d  w e l l  r e s o l v e d  f ro m  t h e  c l o t  
p ro m o tin g  a c t i o n  c o n t r a d i c t s  t h e  common h y p o t h e s i s  t h a t  
c o a g u la n t  p r o p e r t i e s  o f  a l l  venom s a r e  due t o  t h e i r  p r o ­
t e o l y t i c  a c t i v i t i e s  ( E a g le ,  1 9 3 7 ; J a n s z k y ,  1 9 5 0 ) .
G e o g ra p h ic
A lth o u g h  no  d i f f e r e n c e s  w e re  fo u n d  i n  t h e  f r e q u e n c y  o f
\
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o c c u r r e n c e  o f  t h e  v a r i o u s  e l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n s  among 
p o p u l a t i o n s  f ro m  th e  N o rth  a n d  C e m tra l  P a c i f i c  Z o n es o f  
C o s ta  R ic a ,  o t h e r  w o rk e rs  h a v e  o b s e rv e d  g e o g r a p h ic  v a r i a ­
t i o n  i n  venom p r o t e i n s  w i t h i n  t h i s  s p e c i e s .  G o n ja lv e s  an d  
c o w o rk e rs  fo u n d  d i f f e r e n c e s  among venom s p ro d u c e d  b y  th e  
S o u th  A m erican  r a c e  o f  t h i s  s p e c i e s  i n  B r a z i l  an d  A r g e n t in a  
(G p n c a lv e s  a n d  V i e i r a ,  1 9 5 0 , 1 9 5 6 ; G o n $ a lv e s , 1 9 5 6 ; G o n £ a lv e s , 
a n d  O e u ts c h , 1 9 5 6 ) .  A n e u r o to x in  o f  c a th o d a l  m i g r a t i o n ,  
w h ic h  th e y  nam ed c r o ta m in e ,  w as p r e s e n t  i n  venom s o f  s p e c i e s  
f ro m  s o u th e r n  B r a z i l  a n d  A r g e n t in a  b u t  a b s e n t  i n  venom s 
f ro m  n o r t h e r n  an d  c e n t r a l  B r a z i l*  They a l s o  o b s e rv e d  t h a t  
venom  o f  n o r th e r n  sp e c im e n s  c o n t a in e d  L -am in o  a c i d  d eh y ­
d ro g e n a s e  b u t  s o u th e r n  s p e c im e n s  l a c k e d  t h i s  enzym e* S c h e n -  
b e r g  (1 9 5 9 ) made a  th o r o u g h  s a m p lin g  i n  t h e  a r e a  o f  i n t e r ­
g r a d a t i o n  b e tw e e n  n o r t h e r n  a n d  s o u t h e r n  fo rm s*  I n  t h a t  
r e g i o n  t h r e e  t y p e s  o f  s p e c im e n s  c o e x i s t e d :  (1 )  n o r t h e r n
ty p e  w i th  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  b u t  n o  c r o ta m in e ,  (2 )  
s o u th e r n  ty p e  w i th  c ro ta m in e  b u t  no L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e , 
a n d  (3 )  h y b r id  ty p e s  w i th  o t h e r  c o m b in a t io n s  o f  t h e s e  p r o ­
t e i n s ,  e*g*  w i th  c r o ta m in e  a n d  L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a se *
I n d i v i d u a l  V a r i a t i o n s
3 t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w as a p p l i e d  t o  r a t t l e s n a k e  
venom s o f  15 a d u l t  sp e c im e n s  c o l l e c t e d  i n  t h e  N o rth  a n d  C en­
t r a l  P a c i f i c  Z ones*  A few  v a r i a t i o n s  w ere  o b s e rv e d  among 
t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  d i f f e r e n t  s p e c im e n s  ( P l a t e  
1 1 V I) •  F o r  e x a m p le , some s a m p le s  show ed a n  a d d i t i o n a l ,
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P l a t e  XXVI* S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  
o f  venom s f ro m  £  sp e c im e n s  o f  C* d u r l s s u s ,
a  th r o u g h  d :  f ro m  N o r th e r n  P a c i f i c  so n e  • 
e  th r o u g h  K: f ro m  C e n t r a l  P a c i f i c  so n e *
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i n t e n s e  a n o d a l  b an d  t h a t  m ig r a te d  f a s t e r  th a n  A ^. Bands 
an d  A^ w ere  w eak i n  some i n d i v i d u a l s  b u t  i n t e n s e  i n  
o t h e r s .  The f a s t e s t  c a th o d a l  b a n d , u s u a l l y  t h e  m o st d e e p ly  
s t a i n e d  f r a c t i o n ,  w as m o d e ra te ly  s t a i n e d  o r  ev e n  v e r y  weak 
in  some i n d i v i d u a l s .  One i n d i v i d u a l  (sam p le  f ,  P l a t e  X IV i) 
show ed a n  e x t r a  c a th o d a l  f r a c t i o n  b e tw e e n  th e  p h o s p h a ta s e  
a n d  th e  p r o t e a s e  b a n d s .
D ev e lo p m en ta l V a r i a t i o n s
A l i t t e r  o f  23 new born  r a t t l e s n a k e s  w ere  m ilk e d  two 
m onths a f t e r  b i r t h  an d  a  s e c o n d  t im e ,  one m onth  l a t e r .  
S e v e n te e n  p ro d u c e d  c o l o r l e s s  venom a t  b o th  m i l k in g s ;  two 
who p ro d u c e d  c o l o r l e s s  venom s a t  th e  f i r s t  m i lk in g  s e ­
c r e t e d  s l i g h t l y  y e l lo w  sa m p le s  a t  t h e  se c o n d  m i l k in g .  F o u r 
had  l i g h t  y e l lo w  sa m p le s  i n  too th  m i l k in g s .  C o l o r l e s s  venom s 
w ere  n e v e r  o b s e rv e d  i n  th e  4 0  a d u l t  r a t t l e s n a k e s  s t u d i e d .
C o lo r l e s s  o r  s l i g h t l y  y e l lo w  sa m p le s  w ere  s u b je c te d  
t o  th e  same e x p e r im e n ts  a s  c o l o r l e s s  venom s fro m  B . m s g & ife ra . 
S o l i d  a n d  p r o t e i n  c o n t e n t s  a s  w e l l  a s  o sm o tic  p r e s s u r e  w ere  
lo w e r  th a n  th e  minimum v a lu e s  fo u n d  in  y e l lo w  sa m p le s  from  
a d u l t  sp e c im e n s  (T a b le  X I I I ) .  L -am ino  a c i d  d e h y d ro g e n a se  
a c t i v i t y  was v e r y  low  an d  d id  n o t  in c r e a s e  s i g n i f i c a n t l y  
a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  f l a v i n  a d e n in e  d i n u c l e o t i d e  t o  th e  
a s s a y  m ix tu r e • An e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n  o f  one c o l o r ­
l e s s  sp e c im e n  show ed a lm o s t  a b s e n c e  o f  b a n d s  i n  t h e  r e g io n  
i n  w h ich  L -am ino  a c i d  d e h y d ro g e n a se  n o rm a lly  w as f o u n d .
Band A^ and  t h e  f a s t e s t  c a th o d a l  b an d  (C^) w ere  a l s o  a b s e n t .
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TABLE X I I I
STUD? OP COLORLESS AND SLIGHTLY YELLOW VENOMS 
OP CR0TALU3 DPRI33U3
No.
A n im a ls Newborn
A d u l t
(y e l lo w )
S o l id  c o n te n t
13
1 5 .3 * 2 .9 * 2 6 .9 * 4 .2
(g /1 0 0  m l) ( 1 2 .3 - 2 0 .$ ) b ( 1 6 .4  - 3 5 .6 )
P r o t e i n  c o n te n t <7 6 .5 * 2 .1 2 2 .0 * 3 .6
(g /1 0 0  m l)
f
( 3 .3 - 1 0 .1 ) ( 1 1 .1 - 2 7 .0 )
O sm otic  p r e s s u r e c 164*31 343*20
(ra. Osm/L) (1 2 3 -2 1 3 ) (3 0 0 -3 7 5 )
a A vg. -  3 .D . b Range
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The h i g h l y  t o x i c  f r a c t i o n  (A ^) w as p r e s e n t  i n  venom fro m  
t h i s  new born  sn a k e  ( P l a t e  X X V II). Newborn r a t t l e s n a k e s  
p r o d u c in g  c o l o r l e s s  venom s w e re  a b l e  t o  k i l l  m ice  i n  a  s h o r t  
t i m e .  S e v e r a l  s l i g h t l y  y e l lo w  s a m p le s  show ed p a t t e r n s  t h a t  
w ere  a lm o s t  i d e n t i c a l  t o  th o s e  o f  a d u l t s p e x c e p t  t h a t  L - 
am ino  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  a p p e a r e d  t o  b e  f r a c t i o n a t e d  i n t o  
s e v e r a l  b a n d s  o f  d i f f e r e n t  i n t e n s i t y  o r  t o  b e  a  s i n g l e , 
s h a r p  b an d  ( P l a t e  X X V III) .
P l a t e  XXVII* S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  
o f  r a t t l e s n a k e  T enons*
A bove: y e l lo w  venom f ro m  a n  a d u l t  sp e c im e n *  
B elow : c o l o r l e s s  venom  fro m  a  n ew b o rn  a n im a l*
\
P l a t e  X X V III* S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  
o f  s l i g h t l y  y e l lo w  venom s f ro m  6 new b o rn  r a t t l e s n a k e s
CORAL SNAKES (SLAPIDAS)
The c o r a l  s n a k e s  a r e  th e  o n ly  New W orld  r e p r e s e n t a ­
t i v e s  o f  f a m i ly  E l a p i d a e • They d i f f e r  fro m  c o b r a s ,  t h e i r  
r e l a t i v e s ,  i n  t h e i r  s m a ll  s l e n d e r  body  and  i n  t h e  l a c k  o f  
s t r i k i n g  a b i l i t y .  They a r e  n a rro w  h e a d e d , w i th  v e r y  p r e t t y  
p a t t e r n  an d  lo o k  a n y th in g  b u t  d a n g e ro u s .  M ic ru ru s  n i g r o c i n c -  
t u s ,  th e  m o st common venom ous c o r a l  in  C o s ta  R ic a ,  i s  
c h a r a c t e r i s e d  by  th e  s e q u e n c e  o f  b l a c k ,  y e l lo w  an d  r e d  r i n g s  
shown i n  P l a t e  XXIX. F o r t y - t h r e e  sp e c im e n s  w ere o b ta in e d  
f ro m  many l o c a l i t i e s ,  i n c lu d in g  th e  s u b u rb s  o f  th e  c a p i t a l ,  
i n  a l l  e c o l o g i c a l  zo n e s  o f  th e  c o u n t r y  ( F ig .  9 ) .
Venoms p ro d u c e d  b y  c o r a l s  a n d  c o b r a s  h av e  th e  common 
p r o p e r ty  o f  b e in g  v e r y  n e u r o t o x i c .  C o ra l  venom h a s  b ee n  
r e p o r t e d  a s  c o n ta in in g  a n  ev e n  m ore pofeen t n e u r o to x in  th a n  
c o b ra  venom ( P h i s a l i x ,  1 9 2 2 ; P ic a d o ,  1 9 3 1 ; Van H ey n in g en , 
1 9 5 4 ) .
S im u lta n e o u s  a s s a y s  on l y o p h i l i s e d  venoms o f  M ic ru ru s  
n i g r o c i n c t u s  and  Na.ia n a i a  ( s p e c t a c l e d  c o b r a ) ,  f o r  p u rp o s e s  
o f  c o m p a r is o n , show ed t h a t  b o th  venom s p o s s e s s e d  s t r o n g  d i r e c t  
a n d  i n d i r e c t  h e m o ly s in s .  H ow ever, th e s e  venom s w ere  u n a b le  
t o  a g g l u t i n a t e  human e r y t h r o c y t e s .  C o ra l  venom d id  n o t  
e x h i b i t  a c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  a c t i v i t y ,  w h e rea s  c o b ra  venom
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P l a t e  XXIX. M ic ru ru s  nigrrv»-in c t i i s
F i g .  9* D i s t r i b u t i o n  o f  M. n i g r o c i n c t u s
s t u d i e d .
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i s  one o f  t h e  r i c h e s t  s o u r c e s  o f  t h a t  ensyrae ( I y e n g a r ,  e t  
a l . ,  1 9 3 $ ; Z e l l e r ,  1 9 5 1 ) .
A n t i c o a g u la n t  a n d  h e m o ly t ic  p r o p e r t i e s  m ere  fo u n d  by  
o t h e r  m o rk e rs  in  M. n i g r o c i n c t u s  venom ( P ic a d o ,  1 9 3 1 ; K lo -  
b u s i t s k y ,  1 9 6 1 ) .
C o r a l  a n d  c o b ra  venom s show ed a  p re d o m in a n c e  o f  c a th o d a l  
b a n d s  on s t a r c h - g e l  e l e c t r o p h e r o g r a m s  ( P l a t e  XXX)• P o s i ­
t i o n s ,  o f  e l e c t r o d e s  h ad  t o  b e  r e v e r s e d  t o  p r e v e n t  l o s s  o f  
c a t h o d a l  f r a c t i o n s .  T h ese  f i n d i n g s  w ere  a g r e e a b l e  w i th  
p r e v io u s  r e s u l t s  o f  p a p e r  e l e c t r o p h o r e s i s  on venom o f  Ha1a 
t r i o u d i a n s  (G rassm an  an d  H a n n ig , 1 9 5 4 ) .
P l a t e  XXX. S t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  
o f  tw o e l a p i d  r e n o a s •
a .  Na.ia n a l a  ( s p e c t a c l e d  c o b r a )
b .  M ic ru r u s  n l g r o c l n c t u s  ( c o r a l )
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CHEMICAL TAXONOMY OP VENOMOUS SNAKES
F o r  many y e a r s  s c i e n t i s t s  h a r e  d ep e n d e d  l a r g e l y  upon  
m o r p h o lo g ic a l  c h a r a c t e r i s t i c s  t o  i d e n t i f y  O rg a n is m s , e s t i ­
m a te  t h e i r  r e l a t i o n s h i p s  a n d  f o l lo w  t h e i r  e v o lu t io n *  B io ­
c h e m is t r y  o f f e r s  th e  ta x o n o m is t  a n  e v e r - e n l a r g i n g  b a t t e r y  
o f  t e c h n iq u e s  w h ich  c a n  b e  u s e d  t o  s u p p le m e n t c l a s s i c a l  
m e th o d s*  As m o r p h o lo g ic a l  v a r i a t i o n  i s  t h e  r e s u l t  o f  u n d e r ­
l y i n g  b io c h e m ic a l  d i f f e r e n c e s  b e tw e e n  o r g a n is m s ,  t h e  com­
p a r i s o n  o f  b io c h e m ic a l  s i m i l a r i t i e s  an d  d i f f e r e n c e s  s h o u ld  
g iv e  m ore s e n s i t i v e  i n d i c a t i o n s  o f  r e l a t i o n s h i p s  t h a n  g r o s s  
m o rp h o lo g y . C o m p ariso n s  o f  b lo o d ,  hem olym ph an d  eg g  w h ite  
p r o t e i n s  h a v e  a l r e a d y  d e m o n s t r a te d  t h e  u s e f u l n e s s  o f  c h e m i­
c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  i n  taxonom y* T hese a r e  r e v ie w e d  by  
S i b l e y  ( I 9 6 0 ) ,  E n g le  a n d  Woods ( I9 6 0 )  a n d  D e s s a u e r  a n d  Pox 
(1 9 6 3 )*  Venoms h a v e  p ro m is e  o f  b e in g  u s e f u l  t i s s u e  f l u i d s  
i n  s o lv i n g  ta x o n o m ic  p ro b le m s*
D e v e lo p m e n ta l a n d  P h y s i o l o g i c a l  V a r i a t i o n s
To p r o p e r l y  e v a l u a t e  t h e  ta x o n o m ic  s i g n i f i c a n c e  o f  
c h e m ic a l  c h a r a c t e r i s t i c s ,  e f f a e t s  o f  d e v e lo p m e n ta l  a n d  p h y ­
s i o l o g i c a l  v a r i a b l e s  m u st b e  r e c o g n i s e d  (D e s s a u e r  a n d  F o x , 
1 9 6 3 )*  D e v e lo p m e n ta l c h a n g e s  h av e  b e e n  n o te d  i n  p r o p e r t i e s
o f  p r o t e i n s  o f  many v e r t e b r a t e s  a n d  i n v e r t e b r a t e s *  De­
v e lo p m e n ta l  f a c t o r s  a l s o  m u s t b e  c o n s id e r e d  i n  e v a l u a t i n g  
t h e  ta x o n o m ic  s i g n i f i c a n c e  o f  co m p o n en ts  o f  sn a k e  venom s* 
New born C r o ta lu s  d u r i s s u s  an d  B o th ro o s  mi—H r * r a  l a c k  L -  
am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  a n d  o t h e r  venom en sy m es w h ich  a r e  
p r e s e n t  i n  o l d e r  s n a k e s *  P h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  may a l s o  
b e  im p o r ta n t  a s  c e r t a i n  a d u l t  ju m p in g  v i p e r s  a l s o  l a c k  L -  
am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  i n  t h e i r  venom s* On t h e  b a s i s  
o f  s t u d i e s  t o  d a t e ,  h o w e v e r, t h e  c a u s e  o f  t h e  l a c k  o f  t h i s  
d e h y d ro g e n a s e  i s  unknown* The a b s e n c e  o f  t h i s  enzym e may 
b e  g e n e t i c a l l y  d e te r m in e d  a s  i s  t h e  c a s e  i n  t h e  s o u t h e r n ­
m o s t r a c e  o f  C r o ta lu a  d u r i s s u s  (S c h e n b e rg ,  1 9 5 9 )*
I n t r a s p A ^ - lf fg  V a r i a t i o n s
H ig h  r e s o l u t i o n  t e c h n iq u e s  o f  p r o t e i n  f r a c t i o n a t i o n  
a l lo w  f o r  d i s c r i m i n a t i n g  a n a l y s i s  o f  co m p o n en ts  o f  v a r i o u s  
t i s s u e s *  I n  some c a s e s  t h e  num ber o f  d i f f e r e n c e s  o b s e rv e d  
b e tw e e n  sa m p le s  o f  t i s s u e  f ro m  v a r i o u s  i n d i v i d u a l s  i s  s o  
e x t e n s i v e  t h a t  e a c h  a n im a l  c a n  b e  c h a r a c t e r i s e d  a s  a  • b i o ­
c h e m ic a l  i n d i v i d u a l "  (M edaw ar, 1 9 5 8 )*  I n  o t h e r  c a s e s  th e  
f r e q u e n c y  o f  o c c u r r e n c e  o f  s p e c i f i c  p r o t e i n s  c h a r a c t e r i s e s  
a  p o p u l a t i o n  (D o b z h an sk y , 1 9 5 1 )*
I n d i v i d u a l  V a r i a t i o n s * Venom p r o t e i n s  a p p e a r  t o  b e  
m ore v a r i a b l e  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  p r o p e r t i e s  th a n  e i t h e r  e g g  
w h i te  p r o t e i n  o r  b lo o d  p r o t e i n s  ( D e s s a u e r ,  p e r s o n a l  com muni­
c a t i o n ) .  C e r t a i n  i n d i v i d u a l s  f ro m  s i n g l e  p o p u l a t i o n s  o f  B .
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a t r o x  o f  r e s t r i c t e d  g e o g ra p h ic  a r e a s  c o u ld  b e  i d e n t i f i e d  by- 
d i f f e r e n c e s  i n  th e  n u m b er, m ig r a t io n  an d  q u a n t i t y  o f  p r o t e i n s  
o f  t h e i r  s t a r c h - g e l  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s *  On o c c a s io n  
p a t t e r n s  w ere  v e r y  i n d i v i d u a l i s t i c *  F o r e x a m p le , o n ly  one 
a n im a l o f  4 6  f e r - d e - l a n c e s  s e c r e t e d  a  h ig h ly  c o n c e n t r a t e d ,  
c a th o d a l  b an d  o f  f a s t  m ig r a t io n  r a t e  ( P l a t e  V I I I )*  Bach 
venom p a t t e r n  o f  e i g h t  f e r - d e - l a n c e s  shown i n  P l a t e  V II was 
d i f f e r e n t *  S uch  v a r i a t i o n s  w ere  n o t  c o r r e l a t e d  w ith  s i z e ,  
d u r a t i o n  o f  c a p t i v i t y ,  f e e d i n g ,  tim e  o f  m i lk in g  o r  d u r a t io n  
o f  venom s to r a g e  b e f o r e  a n a ly s i s *
G e o g rap h ic  V a r i a t i o n s * Two s t r i k i n g  ex am p le s  o f  v a r i a ­
t i o n s  in  venom p r o t e i n s  b e tw e e n  g e o g r a p h i c a l ly  s e p a r a te d  
p o p u la t io n s  w ere  o b se rv e d *  P o p u la t io n s  o f  B o th ro p s  m m m ifftra  
c a p tu r e d  in  th e  A t l a n t i c  Zone c o u ld  be d i s t i n g u i s h e d  fro m  
p o p u la t io n s  fro m  th e  P a c i f i c  Z ones b y  t h e i r  p r o t e o l y t i c  
enzym es* P r o t e o l y t i c  a c t i v i t i e s  m ig ra te d  in  a  s i n g l e  band  
i n  t h i s  s p e c i e s ,  b u t  th e  m o b i l i t i e s  w ere d i s t i n c t l y  d i f f e r e n t  
in  a n im a ls  fro m  th e  two zones*  The band  o f  c a th o d a l  m ig ra ­
t i o n  was r e s t r i c t e d  t o  P a c i f i c  Zone a n im a l s ;  th e  a n o d a l  band  
w as r e s t r i c t e d  t o  A t l a n t i c  Zone a n im a ls *  A lth o u g h  no  s i n g l e  
venom p r o t e i n  was r e s t r i c t e d  t o  s p e c i f i c  p o p u la t io n s  o f  f e r -  
de - l a n c e ,  p o p u la t i o n s  fro m  th e  A t l a n t i c ,  C e n t r a l  P a c i f i c ,  
an d  S o u th  P a c i f i c  Z ones v a r i e d  i n  t h e  f r e q u e n c y  o f  o c c u r r e n c e  
o f  d i f f e r e n t  p o ly m o rp h ic  fo rm s  o f  L -am ino  a c i d  d e h y d ro g e n a s e , 
t r y p s i n  an d  o t h e r  enzym es* P r o t e i n  v a r i a t i o n s  i n  venom s 
among p o p u la t io n s  o f  th e  S o u th  A m erican  r a t t l e s n a k e ,  d i s -
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c u s s e d  i n  C h a p te r  V I I ,  a r e  s i m i l a r  t o  v a r i a t i o n s  i n  B* 
a t r o x  an d  B . nnmm-f f « r a .
R e p ro d u c tiv e  i s o l a t i o n ,  c a u s e d  b y  m o u n ta in  b a r r i e r s ,  
p r o b a b ly  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  th e  e v o l u t i o n  o f  t h e s e  venom 
d i f f e r e n c e s .  M o rp h o lo g ic a l  s t u d i e s  h av e  shown t h a t  to p o ­
g r a p h ic  i s o l a t i o n  commonly i s  m ore im p o r ta n t  th a n  o t h e r  
e c o l o g i c a l  b a r r i e r s  i n  c o n t r i b u t i n g  t o  e v o l u t i o n a r y  c h a n g e s  
( A l l e e ,  e t  a l . ,  1 9 5 0 ) .  R e s e a rc h  on i n t r a s p e c i f i c  v a r i a n t s  
s e p a r a te d  b y  to p o g r a p h ic  b a r r i e r s  h a s  b e e n  p e r fo rm e d  q u i t e  
r e c e n t l y  b y  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s *  Two s u b s p e c ie s  o f  t h e  
w h i p t a i l  l i s a r d  C n e iid o p h o ru a  t i g r i a .  r e c o g n i s e d  on m or­
p h o lo g ic a l  c h a r a c t e r i s t i c s ,  a r e  i s o l a t e d  b y  m o u n ta in s  o f  
a  m axim al e l e v a t i o n  o f  a b o u t  5*700 f e e t  i n  a  r e s t r i c t e d  
g e o g r a p h ic a l  a r e a  b e tw e en  A r iz o n a  an d  New M exico* The 
o n ly  h y b r i d i s i n g  p o p u la t io n s  a r e  fo u n d  c l o s e  t o  m o u n ta in  
p a s s e s  th r o u g h  w h ich  th e  w e s te r n  s u b s p e c ie s  p e n e t r a t e s  th e  
u p la n d s  t o  h y b r i d i s e  w i th  th e  o t h e r  s u b s p e c ie s  on th e  e a s t e r n  
s id e  o f  t h e  m o u n ta in s  ( Z w e i f e l ,  1962 )*  By u s in g  s t a r c h -  
g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  D e s s a u e r ,  e t  a l * , ( 1 9 6 2 b )  fo u n d  t h a t  
p la sm a  p r o t e i n  p a t t e r n s  c o r r e l a t e d  w e l l  w i th  m o rp h o lo g y  
a t  b o th  e n d s  o f  t h e  h y b r i d i s a t i o n  zone an d  t h a t  t h e r e  was 
a  g r a d u a l  s h i f t  i n  v a r i a b l e  p r o t e i n s  w i t h i n  t h i s  sone*
M in o r d i f f e r e n c e s  c o u ld  b e  d e t e c t e d  m ore p r e c i s e l y  b y  b i o ­
c h e m ic a l t e c h n iq u e s  th a n  b y  m o rp h o lo g ic a l  o b s e r v a t io n s *
S c h e n b e rg  (1 9 6 3 ) s t u d i e d  a  l a r g e  num ber o f  sp e c im e n s  
o f  6 s u b s p e c ie s  o f  B o th ro n s  n e u w ie d i  c o l l e c t e d  i n  d i f f e r e n t
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a r e a s  o f  B r a z i l .  He r e c o g n iz e d  20 ty p e s  o f  venom i n  t h i s  
s p e c i e s  on t h e  b a s i s  o f  im m u n o lo g ic a l c o m p o s i t io n .  He em­
p h a s iz e d  t h a t  t h e s e  d i f f e r e n c e s  w ere  n o t  a r t i f a c t s  s in c e  
venom  o b ta in e d  f ro m  a  l a r g e  num ber o f  e x t r a c t i o n s  f ro m  th e  
same i n d i v i d u a l  w as c o n s t a n t  i n  i t s  immune p r o p e r t i e s .  D i f ­
f e r e n c e s  i n  c l i m a t e  o f  t h e  r e g i o n  o f  o r i g i n ,  s e a s o n ,  d i e t ,  
a n d  t im e  i n  c a p t i v i t y  d id  n o t  c a u s e  venom v a r i a t i o n s .  Venom 
p a t t e r n s  among s n a k e s  f ro m  th e  same a r e a  w ere  v e r y  s i m i l a r .
He e v e n  u t i l i z e d  th e  c o n s i s t e n c y  b e tw e e n  g e o g r a p h ic  o r i g i n  
o f  t h e  s n a k e s  an d  venom  p r o p e r t i e s  t o  i d e n t i f y  t h e  p la c e  
o f  c a p tu r e  o f  th e  a n i m a l s .  On th e  b a s i s  o f  t h e  ab o v e  c o n ­
s i d e r a t i o n s ,  h e  c o n c lu d e d  t h a t  t h e  v a r i a t i o n s  w ere  g e n e t i c a l ­
l y  d e te r m in e d .  He b e l i e v e s  t h a t  r e g i o n a l  d i f f e r e n c e s  in  
c o m p o s i t io n  o f  s n a k e  venom may b e  t h e  c a u s e  o f  some f a i l u r e s  
i n  t r e a t m e n t  o f  s n a k e b i t e  w i th  immune s e r a .
V a r i a t i o n s  b e tw e e n  S p e c ie s  o f  t h e  Same G enus
S ev en  s p e c i e s  o f  B o th ro n s  c o u ld  b e  d i s t i n g u i s h e d  fro m  
e a c h  o t h e r  b y  th e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  t h e i r  venom 
p r o t e i n s  ( P l a t e  X X X I). F o r  e x a m p le , a l th o u g h  i n d i v i d u a l  
v a r i a t i o n s  o c c u r r e d ,  t h e  o v e r - a l l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  p a t ­
t e r n s  w ere  u n ifo rm  en o u g h  t o  a l lo w  i d e n t i f i c a t i o n  o f  B . 
a t r o x .  P o p u la t i o n s  f ro m  th e  A t l a n t i c  a n d  P a c i f i c  Z ones c o u ld  
b e  d i s t i n g u i s h e d  on  t h e  b a s i s  o f  t h e  f r e q u e n c y  o f  c e r t a i n  
venom  p r o t e i n s  (C h ap . I V ) ,  b u t  a n im a ls  fro m  t h e s e  e c o l o g i c a l  
z o n e s  w ere  n o t  d i f f e r e n t  s p e c i e s  s i n c e  th e  " v a r i a b l e  p r o t e i n s ” 
w ere  p r e s e n t  i n  p o p u l a t i o n s  o f  e a c h  z o n e .
o n e ) 
r a
T o n e )
9 .  o i c a d o i  
B . n a s u t a
B . s c f t lq & e l i  
( y e l lo w  p h a s e )
R .  f ifih lfig & li 
( g r e e n  p h a s e )
9 .  l a t e r a l i s
C . d u r i s s u s  
L . m u ta
C . a t r o x
P l a t e  XXXI. S t a r c h - g e l  e l e c t r o ­
p h o r e t i c  p a t t e r n s  o f  venom s o f  
t e n  c r o t a l i d  s n a k e s .
% L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e
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B o th ro p s  num m ifA ra i s  a  s p e c i a l  c a s e *  S n a k e s  fro m  
t h e  A t l a n t i c  Zone c o u ld  b e  d i s t i n g u i s h e d  f ro m  th o s e  fro m  
t h e  P a c i f i c  Z o n e s ; b o th  fo rm s  c o u ld  be d i s t i n g u i s h e d  fro m  
o t h e r  B o th ro o s  * A re t h e  ju m p in g  v i p e r s  f ro m  d i f f e r e n t  
e c o l o g i c a l  z o n e s  d i f f e r e n t  s p e c i e s ?  A lth o u g h  c r i t i c a l  
i n t e r g r a d e s  h a v e  n o t  b e e n  fo u n d  a s  y e t ,  I  b e l i e v e ,  f o r  
t h e  p r e s e n t ,  t h a t  t h e  tw o fo rm s  s h o u ld  be c l a s s i f i e d  w i t h i n  
t h e  same s p e c ie s *  E x c e p t  f o r  t h e  p r o t e o l y t i c  f r a c t i o n s ,  
t h e  e l e c t r o p h e r o g r a m s  o f  venom s fro m  t h e  tw o zo n e s  w ere  
i d e n t i c a l *  Venoms f ro m  b o th  fo rm s  c o n t a in e d  h ig h  c o n c e n ­
t r a t i o n s  o f  p o ta s s iu m  an d  low  sodium * T h is  i s  u n iq u e  among 
B o th ro p s  s tu d i e d *  A ls o ,  b o th  fo rm s  h a d  low  s p e c i f i c  a n d  
u n s p e c i f i c  p h o s p h a ta s e s ;  i n  c o n t r a s t ,  t h e s e  a c t i v i t i e s  w ere  
v e r y  h ig h  i n  B* a t r o x  an d  B* p i c a d o i . t h e  o n ly  o t h e r  B o th ro p s  
i n  w h ich  p h o s p h a ta s e  a c t i v i t i e s  w ere  a s s a y e d *
B o th ro p s  p i c a d o i  h a s  o n ly  r e c e n t l y  b e e n  s e p a r a t e d  fro m  
B* rmtnmif*Ara a s  a  d i s t i n c t  s p e c i e s  (D unn, 1 9 3 9 ;  se e  T a y lo r ,  
1 9 5 4 )*  As w as show n i n  P l a t e  X V I, t h i s  s p e c i e s  i s  d i s ­
t i n g u i s h e d  fro m  J3* n u m m ife ra  b y  a  s im p le  s c a l e  d i f f e r e n c e *  
Venom e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s ,  h o w e v e r, c l e a r l y  d i s t i n g u i s h  
t h e  tw o s p e c i e s  ( P l a t e s  X I I ,  XV a n d  X X X I). T e t ,  i t  w ou ld  
a p p e a r  f ro m  venom  c h a r a c t e r i s t i c s  t h a t  B* p i c a d o i  i s  r e ­
l a t e d  t o  B* n u m m ife ra . e s p e c i a l l y  t o  s y m p a t r ic  p o p u l a t i o n s  
f ro m  th e  A t l a n t i c  Zone* M o b i l i t i e s  o f  L -am in o  a c i d  d e ­
h y d ro g e n a s e s  o f  th e  tw o  s p e c i e s  w ere  i d e n t i c a l *  Sodium  
w as h ig h  a n d  p o ta s s iu m  low  i n  t h i s  s p e c i e s ,  b u t  c e r t a i n  
i n d i v i d u a l s  o f  B* n u m m ife ra  f ro m  th e  A t l a n t i c  Zone a l s o
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h a d  r e l a t i v e l y  h ig h  so d iu m  a n d  lo w  p o ta s s iu m  (F ig *  5 )  •
The tw o  s p e c i e s  o f  C r o t a lu s  s t u d i e d  w ere  c l e a r l y  
d i s t i n g u i s h e d  b y  c h e m ic a l  d i f f e r e n c e s  o f  t h e i r  venom s*
C* a t r o x  venom  p o s s e s s e d  o n ly  a n t i c o a g u l a n t  a c t i v i t y  w h e re ­
a s  C .  d u r i s s u s  venom  c o n t a in e d  b o th  c o a g u la n t  a n d  a n t i ­
c o a g u la n t  f r a c t i o n s *  B o th  s p e c i e s  c o n t a in e d  i n d i r e c t  
h e m o ly s in s ,  b u t  t h e  h e m o ly s in  o f  t h e  w e s te r n  d ia m o n d b ack  
r a t t l e s n a k e  w as much m ore a c t i v e  t h a n  t h a t  o f  t h e  C e n t r a l  
A m eric a n  fo rm *  C* d u r i s s u s  venom i s  n e u r o to x ic  b u t  C* 
a t r o x  i s  n o t  n e u r o to x ic  ( P ic a d o ,  1 9 3 1 ; Van H e y n in g e n , 1 9 5 4 )*  
E l e c t r o p h o r e t i c  p r o p e r t i e s  w ere  d i s t i n c t l y  d i f f e r e n t *  F o r  
e x a m p le , p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  w as i n  a  c a t h o d a l  b a n d  i n  C . 
d u r i s s u s  (T a b le  X I I )  a n d  i n  a n  a n o d a l  b a n d  i n  C* a t r o x  
(J  im e n e s - P o r r a s ,  1 9 6 1 ) •
C o m p ariso n  o f  H ig h e r  Taxonom ic C a te g o r i e s
C e r t a i n  p r o p e r t i e s  o f  venom s s e r v e  t o  d i s t i n g u i s h  
f a m i l i e s  o f  s n a k e s  a n d  t o  i l l u s t r a t e  s i m i l a r i t i e s  o f  p r o ­
t e i n s  w i t h i n  e a c h  f a m ily *
Venoms o f  s p e c i e s  o f  t h r e e  g e n e ra  o f  C r o t a l i d a e  w ere  
co m pared*  T hese venom s c o n t a in e d  a b o u t  25% o f  s o l i d s ,  o f  
w h ic h  t h r e e - f o u r t h s  w e re  p r o t e i n s *  S od ium  u s u a l l y  w as t h e  
p r e d o m in a te  c a t i o n  ( e x c e p t i o n ,  3 .  n u m m ife ra ) :  c h l o r i d e  w as 
lo w  a n d  i n o r g a n ic  p h o s p h a te  was a b s e n t*  P r o t e i n s  p r o ­
b a b l y  w e re  t h e  p r e d o m in a te  a n i o n s  a s  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  
p a t t e r n  com m only show ed a  g r e a t  p re d o m in a n c e  o f  a n o d a l  
f r a c t i o n s  ( P l a t e  XXXI)* pH w as a ro u n d  5*6*
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Venoms o f  C r o t a l i d a e  c a u s e  l o c a l i z e d  a c t i o n s  on 
s n a k e b i t e  v ic t im s *  T h is  i s  l a r g e l y  due t o  th e  p r e s e n c e  
oT p o t e n t  p r o t e o l y t i c  enzym es o f  t r y p s i n ,  c h y m o try p s in ,  
r e n n i n  a n d  p a p a i n - l i k e  p r o p e r t i e s *  P e p t i c  a n d  c a t h e p t i c  
a c t i v i t i e s  w ere  l a c k in g *  The r i c h e s t  s o u r c e  o f  L -am in o  
a c i d  d e h y d ro g e n a s e  i s  p r o b a b ly  t h e  venom  o f  c r o t a l i d  s n a k e s  
( Z e l l e r ,  1 9 5 1 )*  T h is  en zy m e, a lm o s t  n o n - to x i c  when p u r e ,  
p r o b a b ly  a c t s  s y n e r g i s t i c a l l y  w i t h  p r o t e a s e s  i n  d i g e s t i n g  
t i s s u e s  o f  s n a k e b i t e  v ic t im s *  F r a c t i o n s  p o s s e s s in g  p r o ­
t e o l y t i c  a c t i v i t i e s  an d  L -am ino  a c i d  d e h y d ro g e n a s e  w ere  
am ong t h e  m o s t c o n c e n t r a t e d  p r o t e i n s  o f  c r o t a l i d  venom s 
( P l a t e  XXXI)* L -am in o  a c i d  d e h y d ro g e n a s e s  o f  B o th ro p s  
( s e v e n  s p e c i e s )  a n d  L a c h e s i s  m ig r a t e d  much f a s t e r  th a n  
t h o s e  o f  C r o t a lu s  ( tw o  s p e c i e s ) .  T h is  enzym e w as o f  a n o d a l  
n a t u r e  i n  a l l  venom s*
C lo t  p ro m o tin g  f r a c t i o n s  ( th ro m b in )  w ere  p r e s e n t  i n  
m o s t s p e c i e s  ( a b s e n t  i n  C* a t r o x )* F i b r i n o l y t i c  a c t i v i t y ,
t
m i g r a t i n g  a t  t h e  same r a t e  a s  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s , w as 
fo u n d  i n  a l l  c r o t a l i d  venom s*
I n d i r e c t  h e m o ly s in s ,  w h ic h  a lw a y s  m ig ra te d -  e l e c t r o -  
p h o r e t i c a l l y  i n  r a p i d  a n o d a l  f r a c t i o n s ,  w ere  v e r y  a c t i v e  
i n  some s p e c i e s  (B* a t r o x .  B* s c h l e g e l i . a n d  C* a t r o x ) a n d  
v e r y  w eak i n  o t h e r s  (B* m m n i f ^ p a r B . p i c a d o i .  B* n a s u t a  
a n d  C* d u r i s s u s )* D i r e c t  h e m o ly s in s  a lm o s t  a lw a y s  w ere  
a b s e n t*  S p e c i f i c  p h o s p h a ta s e s  a n d  u n s p e c i f i c  p h o s p h o d ie s ­
t e r a s e  o f  s lo w  m i g r a t i o n  a t  pH 3*6  w ere  p r e s e n t  i n  a l l  
s p e c i e s  s t u d i e d  (A p p en d ix  V I I I ) *  A c id  a n d  a l k a l i n e  p h o s -
1 3 1
p h o m o n o e a te ra s e s  w ere  a b s e n t  fro m  th e s e  venom s* H y a lu r o n i -  
d a s e  w as p r e s e n t *
Venoms o f  c e r t a i n  s p e c i e s  o f  C r o t a l i d a e  c a u s e  s y s te m ic  
a c t i o n s  a s  w e l l  a s  l o c a l i z e d  a c t i o n s  on s n a k e b i t e  v ic t im s *  
F o r  e x a m p le , venom s o f  s n a k e s  o f  g e n u s  A g k is t r o d o n  a n d  o f  
t h e  C e n t r a l  a n d  S o u th  A m erican  r a t t l e s n a k e ,  C r o t a l u s  d u r i s ­
s u s . h av e  b o th  l o c a l  a n d  n e u r o t o x i c  p r o p e r t i e s  ( P ic a d o ,  1931  
Van H e y n in g e n , 1 9 5 4 ; M in to n , 1 9 5 6 ; P la g n o l  a n d  M a r t i n ,
1 9 5 7 ) •  C r o t a c t i n  a n d  c r o ta m in e  a r e  t h e  m a in  s u b s t a n c e s  
r e s p o n s i b l e  f o r  n e u r o t o x i c i t y  i n  C* d u r i s s u s  (M eum um , 1 9 5 5 ; 
G o ^ a l v e s ,  1 9 5 6 )*  A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e  i s  a b s e n t  f ro m  
t h e s e  s p e c i e s  a s  w e l l  a s  f ro m  o t h e r  C r o ta l id a e *
Venoms o f  S l a p id a e  h a v e  n o  l o c a l  a c t i o n  b u t  a r e  s t r o n g ­
l y  n e u r o to x ic  ( P h i s a l i x ,  1 9 2 2 ; P ic a d o ,  1 9 3 1 ; Van H e y n in g e n , 
1 9 5 4 )*  A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e ,  p r e s e n t  i n  m o s t e l a p i d  venom s 
( e .g * ,  c o b r a ) ,  w as s u s p e c te d  a s  b e in g  th e  c a u s e  o f  t h e i r  
n e u r o t o x i c i t y  ( I y e n g a r ,  e t  a l * ,  1 9 3 6 ) ;  h o w e v e r , venom  o f  
M ic ru r u s  n i g r o c i n e t u g  ( c o r a l  s n a k e )  l a c k s  t h i s  en zy m e, y e t  
t h i s  venom i s  h i g h l y  n e u r o to x ic *  B o th  d i r e c t  a n d  i n d i r e c t  
h e m o ly s in s  a r e  h i g h l y  a c t i v e  i n  e l a p i d  venom s* Some o f  
t h e s e  venom s c o n t a i n  r e l a t i v e l y  h ig h  am o u n ts  o f  L -am in o  
a c i d  d e h y d ro g e n a s e  ( c o r a l  s n a k e ) ;  o t h e r s  c o n t a i n  lo w  am o u n ts  
( c o b r a ) *  M o st e l a p i d  venom s ( c o b r a ,  t i g e r  s n a k e ,  c o r a l s )  
i n h i b i t  b lo o d  c l o t t i n g  ( P ic a d o ,  1 9 3 1 ; D e v i ,  e t  a l * ,  1 9 5 6 ; 
K lo b u s i t z k y # 1959* 1 9 6 1 )*  H ow ever, venom o f  M* ■ ^ r f t i t u s .  
a  c o r a l  s n a k e ,  i s  c o a g u la n t  a s  venom s o f  v i p e r i n e  s n a k e s  
( P ic a d o ,  1 9 3 1 )*  E l e c t r o p h o r e t i c  f r a c t i o n s  o f  e l a p i d  venom s
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a r e  p r e d o m in a te ly  c a th o d a l  ( P l a t e  XXX).
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APPENDIX I
3 IZ S  0 ?  SNAKES AND VENOM YIELDS
S p e c i e s
N 6 f  o f  
S p e c i ­
m e n s
W e ig h t
k g
L e n g t h
m
A v g .
c a p t i v i t y
m o n th s
M i l k i n g s
N o . /
a n i m a l
m l /
s a m p le
B . a t r o x 116 °*7a b 
(0 .2-4.3)
1.2
(0.6-2) d - d ) (0.1-6,2)
B . n u m m if e r a  
( a d u l t s )
12 0.7
(0.15-1.1)
0.6
(0.5-1)
5
(2-9)
0.6 
(0.2-1.4)
B . n u m m if e r a  
( y o u n g  a n d  
n e w b o r n )
34 0.03
(0.02-0.12)
20
(0.2-0.5)
2
(0.5-3.5)
1.5
(1-3)
0.09
(0 .05-0*1 )
B . D i c a d o i 4 1.1 
(0 .6-1 .6)
1 6
(3-13)
6.5
(3-13)
0.75 t 
(0 .2-1 .5)
B . i c h l e e e l i 39 0.07
(0.02-0.15)
0.51 
(0 .3-0.7)
4
(1-9)
4
(1-12)
0.15
(0.05-0.3)
B . l a t e r a l i s 4 0.09 4 
(0.06-0.12)
0.60 
(0 .4-0.6)
3
(1-6) ( l - i l
0.07
(0.05-0.1)
B . n a s u t a 67 0.09
(0 .03-0 .a )
0.43 
(0 .3-0.6)
5.5 t 
(1-10)
6
(2-11)
0.25 
(0 .1-0.4)
B . a o d m a n i 6 0.06
(0.03-0.09)
0.50 
(0 .4-0 .6)
10
(4-14)
3 t 
(1-6)
0.12
(0 .05-0 . 2)
a  A v g .  k  R a n g e
APPENDIX I (Contd.) 
SIZE OF SNAKES AND VENOM YIELDS
No. of 
Speci­
mens
Weight
kg
Length
m
Avg.
cap tiv ity
months
Milkings
No./
animal
ml/
sample
-* fSSRS 40 1.6a b (0 .6-3 .1) 1.4(1-1.7) 4 t (2-7) 5(1-9) 0.7 (0.3-1.5)
C. durissus 
(newborn J
23 0.07
(0.06-0.09)
0.47 
(0 .4-0 .5)
3
(1-4.5)
2
(1-3)
0.09
(0.05-0.2)
L. muta 6
(0.4-5 .0)
1.7
(1-2.2)
2.6
(2-4)
2 0.6
(0.2-1 .0)
&. nigroclnctua 43 0.04 
(0.02-0.06)
0.50 
(0 .2-0.7)
2
1-4
2
(1-3)
0.05 
(0.03-0,8) •
a b
Avg* Range
APPENDIX I I  
GROSS COMPOSITION OP VENOMS
S o l i d s  P r o t e i n  O sm . p r e s s u r e  pH S o d iu m  P o t a s s i u m  C h l o r i d e
g / 1 0 0  m l g / lO O  m l m o s m /L  m E q / l  m E q /L  m E q / I
B. atrox
28.5 - 4 .2  h 23.5 * 4.4 339 * 28 5.80 * 0.15 179 1 17.5 17 4 11.3 18.5 * 6.2
20.0  -  43.0 14.7 -  36.0  290 -  400 5.60  -  6.18  140 - 208 4 .4 -  54 8.0 -  35
67* 53 34 34 30 30 28
B. nummifera
19.9 -  3 .8  14.0 -  3 .4  322 2 12 5.86 2 0.14 49 * 24 147 2 18.2 5.2 4 2.2
15.4 -  27.8  10.3 -  20.9 250 -  396 5.57 -  6.05 11 -  166 50 -  284 2.8  -  9 .6
10 10 17 17 25 25 10
B. pioadoi
21.3 :  2 .0  1 6 .2  2 2.0  308 2 3 .3  5.69  2 0.09 189 2 23 10.7 2 2 .2  2.9 4 0 .8
18.4 -  24.6 13.1 -  19.3 268 -  365 5.60 -  5.80 159 -  234 8.8 -  15.2 2.5 -  5.0
10 10 10 10 10 10 10
C. durissus
26.9 4 4 .2  22.0  2 3 .6  343 2 20 5.69 4 0.15 204 4 16 8 .2  4 1 .8  25.4 4 8.3
16.4 -  35.6 11.1  -  27.0  300 -  375 5.30  -  5.90 164 -  230 5.8  -  11.8 12.5 -  43.3
40 40 20 20 20 20 20
8Avg. 2 3.Q, Range *No. of saiqplaa
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ACTION ON CLOTTING OF RECALCIFIED PLASMA
Venom
D i l u t i o n B . a t r o x B . n u m m ife ra C . d u r i s s u s
1 : 10 P r e v e n te d P r e v e n te d P r e v e n te d
1 :  100 Weak c l o t P r e v e n te d P r e v e n te d
1 : 1000 V ery  e n h a n c e d E n h an ced V ery  e n h a n c e d
1 : 2 ,0 0 0 V ery  e n h a n c e d E n h an ced E n h an ced
1 : 4 ,0 0 0 V ery  e n h a n c e d E n h an ced E n h an ced
l  : 6 ,o o o V ery  e n h a n c e d E n h an ced S l i g h t l y
e n h a n c e d
1 : 1 6 ,0 0 0 E n h an ced S l i g h t l y
e n h a n c e d
No e f f e c t
1  : 3 2 ,0 0 0 E n h an c ed S l i g h t l y
e n h a n c e d
No e f f e c t
1 : 6 4 ,0 0 0 S l i g h t l y
e n h a n c e d
No e f f e c t No e f f e c t
1 : 1 2 6 , 0 0 0 S l i g h t l y
e n h a n c e d
No e f f e c t No e f f e c t
1 :  2 5 6 ,0 0 0 No e f f e c t No e f f e c t No e f f e c t
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ACTION ON FI3RINOGEN
B . a t r o x 3 .  n u m m ife ra C. d u r i s s u s
1 :1 0 No c l o t t i n g No c l o t t i n g No c l o t t i n g
1 :1 0 0 Weak c l o t  in
2 m in* D is ­
s o l u t i o n  in
3 h r  s .
No c l o t t i n g No c l o t t i n g
1 :1 ,0 0 0  F irm  c l o t  i n  
2 m in . D is ­
s o l u t i o n  i n  
5 h r  s .
Weak c l o t  i n  
2 m in . D is ­
s o l u t i o n  i n  1 
h r .
Weak c l o t  i n  4 
m in . D i s s o l u ­
t i o n  i n  2 h r s .
1 :1 0 ,0 0 0 F irm  c l o t  i n  
2 m in . No 
d i s s o l u t i o n .
Weak c l o t  i n  
6 m in .
P a r t i a l  d i s ­
s o l u t i o n  in  
1 7  h r s .
Weak c l o t  i n  6 
m in . D i s s o l u ­
t i o n  i n  10 
h r s .
1 :1 0 0 ,0 0 0 F irm  c l o t  i n  
10  m in . No 
d i s s o l u t i o n .
C lo t  i n  50 
m in . No d i s ­
s o l u t i o n .
F irm  c l o t  in  
20 m in . P a r t i a l  
d i s s o l u t i o n  
a f t e r  17 h r s .
1 :1 ,0 0 0 ,0 0 0 F irm  c l o t  in  
2 h r s .  No 
d i s s o l u t i o n .
C lo t  a f t e r  12  
h r s .  No d i s ­
s o l u t i o n .
F irm  c l o t  a f t e r  
1 h r .  No d i s ­
s o l u t i o n .
1 :1 0 ,0 0 0 ,0 0 0 S l i g h t  
c l o t t i n g  
a f t e r  1 4  h r s .  
No d i s s o l u ­
t i o n .
S l i g h t  c l o t ­
t i n g  a f t e r  
1 2  h r s .  No 
d i s s o l u t i o n .
F irm  c l o t  a f t e r  
1 4  h r s • No 
d i s s o l u t i o n .
1 :1 0 0 ,0 0 0 ,0 0 0 V ery  s l i g h t  
o r  n o  c l o t ­
t i n g  a f t e r  
24 h r s .
No c l o t t i n g  
a f t e r  24 h r s .
No c l o t t i n g  
a f t e r  24 h r s .
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APPENDIX V 
PROTHROM3INASE ACTIVITY*
B* a t r o x B* n u m m ife ra C . d u r i s s u s
P re s e n c e
C a lc iu m
i o f  
io n s
P o s i t i v e N e g a tiv e N e g a t iv e
A b sen ce
c a lc iu m
o f
io n s
N e g a tiv e N e g a tiv e N e g a tiv e
* Venom d i l u t i o n s  r a n g e d fro m  1 : 1 ,0 0 0  t o  1 2 1 0 ,0 0 0 .
APPENDIX VI 
PROTEOLYTIC ACTIVITIES OTHER THAN TRIPSIN
Venom* R en n in Chymo-
t r y p s i n
P a p a in  P e p s in  C a th e p s in
B . a t r o x 2+ 2«- 1*
B . n u m m ife ra 4* 4+ 4+
C• d u r i s s u s 4* 3* 2+
Ve 'm d i l u t i o n  i n  t h e  r e a c t i o n  m ix t u r e s  w as 1 : 1 9000*
152
APPENDIX V II 
DIRECT HHI0LY3INS AND HEMAGGLUTININ3
3fc
Venom Direct hemolysis Agglutination
B. atrox - -
!• nummifera 2+ 4+
B. nummifera ( 1: 8 0 0 ) 1+ -
3. nicadoi 1* 3 +
3. oicadoi ( 1: 80 0 ) - -
B • nasuta - -
3. schlegeli - -
1 * durissus - -
c . atrox - -
M. nigrocinctus 3 * -
N. naia 4+ -
* W ith  t h e  e x c e p t i o n s  i n d i c a t e d  i n  t h e  t a b l e ,  f i n a l  d i l u t i o n  
o f  v i p e r  venom s was 8 0 - f o l d • C o n c e n t r a t io n  o f  M, 
n i g r o c i n c t u s  a n d  N. n a i a  venom s w as 0 .6  m g /m l.
APPENDIX V I I I
COMPARATIVE PHOSPHATASE ACTIVITIES
AMP-aaea NAD-asea ATP-asea DNA-aseb RNA-aseb
Unspecific
phosphodi­
esterase
66.4*26.7d
24.0-137*
42?
6.9*4.5
4.0-22.5
42
B. a trox
6.0*1.3 341*71 
1 .3-9 .4  120-650 
42 40
B. nummifera
973*370
352-2120
39
446*82.8
312-769
40
27.3*22.3
8 . 6-112
20
1.3*0.7 
0.2-3.3 
16
0.5*0.3 32.2*30.4 
0 . 1- 1 .2  0- 103.6  
18 17
102*67
0-326
19
17*11.6
5. 8-60
19
54.6*18.6
31.4-79.0
9
2.7*0.9 
1 .7-4 .1  
10
B. micadoi
4 . 0*0 .8  265*57 
2 .5 -5 .4  166-400 
11 10
629*163
266-644
10
316*20
269-339
10
69.3*36.5
30.0-147
10
6 . 6*2.7 
3 . 6-12 
10
C. durissus
4.6*2.4 222*75.7 
2 .4-9 .8  103-376 
10 12
135*62
55-230
9
227*45
158-304
10
J mM of phosphate released  by 1 ml of venom per hour. 
b jiM of phosphate released  by 1 ml of venom per hour.
® juM of p-nitrophenol released  by 1 ml venom In 5 min. 
d Avg. a s cd. ® Range . * No. of samples. 153
APPENDIX IX
OTHER ENZYME ACTIVITIES
Trypsin® L-amino 
acid  dehyr 
drogenase®
Phosphatidase A 
HD50
Hyaluronidase
VID50^
B* atrox ■
254* 6 4 S 
140-400 
40®
2 9 .4 * 5 .4
1 7 .0 -4 3 .4
42
is  6 5 4 , 0 0 0  
1 : 1 2 1 , 0 0 0 - 1 : 2 , 6 6 4 , 0 0 0  
4 1
B* nummifera
l :  1 , 0 3 0
1 :7 5 0 -1 :1 ,3 5 6
12
270* 33 
231-370 
IS
2 5 .7 * 4 .2
1 6*9-31 .4
10
1: 5 ,420  
1 :4 ,4 4 6 -  1 :1 9 ,0 4 0  
16
C. durissus
l :  1 .5 9 2  
1 :1 ,1 1 0 -1 :2 ,6 5 6  
11
169*112
133-252
10
2 2 .6 * 4 .4
1 6 .1 -3 0 .2
10
l :  4 .4 5 0  
1 :1 ,4 3 2 -1 :2 9 ,9 2 0  
12
1 : 920 
1 :573 -1 :1 ,5 7 6  
10
a Trypsin a c t iv ity  is  expressed injiM tyrosine released per m i l l i l i t e r  of 
venom in 10 min* 
b L-amino acid  dehydrogenase is  expressed in mM Ojj/ml/hr.
c Avg* * S.D, d Range eNo. of samples f  Pantlitschko and
Kaiser (1951)
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t h e  C i ty  o f  S an  Josd*, C o s ta  R ica*  He a t t e n d e d  t h e  p u b l i c  
s c h o o l s  o f  t h a t  c i t y  an d  g r a d u a te d  f ro m  " L ic e o  de C o s ta  
R ic a " *  I n  194-6 h e  e n t e r e d  th e  U n i v e r s i t y  o f  C o s ta  R ic a ,  
f ro m  w here  he g r a d u a te d  i n  1953 w i th  a  B a c h e lo r  o f  S c ie n c e  
d e g re e  (M ic ro b io lo g y  a n d  C l i n i c a l  C h e m is try )*  I n  1950  h e  
becam e a  l a b o r a t o r y  a s s i s t a n t  i n  t h e  C h e m is try  D e p a r tm e n t,  
U n i v e r s i t y  o f  C o s ta  R ica*  I n  1 9 5 2  he s t a r t e d  t e a c h i n g  
O rg a n ic  C h e m is t ry  i n  s e v e r a l  s c h o o l s  o f  t h e  sam e U n i v e r s i t y ,  
w h ere  he  c o n t in u e d  w o rk in g  u n t i l  1956* A t t h a t  t im e  he w as 
s e l e c t e d  b y  t h e  U n i v e r s i t y  o f  C o s ta  R ic a  t o  h o ld  a  s c h o l a r ­
s h i p  g r a n t e d  b y  INTERNATIONAL COOPERATION ADMINISTRATION 
(AGENCY FOR INTERNATIONAL DEVELOPMENT, U n ite d  S t a t e s  
G o v e rn m e n t) , i n  o r d e r  t o  do  g r a d u a t e  w ork  a t  L o u is ia n a  S t a t e  
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D eg ree  o f  D o c to r  o f  P h i lo s o p h y  i n  t h e  D e p a r tm e n t o f  B io ­
c h e m i s t r y ,  L o u is ia n a  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  h e  g r a d u a te d  w i th  
a  M a s te r  o f  S c ie n c e  d e g re e  f ro m  t h e  same d e p a r tm e n t ,  i n  1961* 
Im m e d ia te ly  he r e t u r n e d  t o  h i s  c o u n t r y  t o  h ea d  t h e  B io c h e m is t r y  
D e p a r tm e n t o f  t h e  new S c h o o l o f  M e d ic in e  o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  
C o s ta  R ic a ,  w h ere  he h a s  t a u g h t  B io c h e m is t r y  d u r in g  t h e  p a s t  
tw o  a c a d e m ic  y e a r s .  He e s t a b l i s h e d  a  s e r p e n t a r i u n u a t  t h e  
S c h o o l  o f  M e d ic in e  o f  C o s ta  R ic a  i n  o r d e r  t o  c o n t in u e  h i s
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g r a d u a t e  s t u d i e s  on venom s o f  C o s ta  R ic a n  s n a k e s ,  w h ile  
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U n i v e r s i t y  o f  C o s ta  R ic a*  I n  J a n u a r y  1963 he r e t u r n e d  
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